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1.1.- MOTIVACION DEL TRABAJO
Podemos considerar que el carcinoma de cuello uterino es uno de los
procesos oncológicos humanos sobre el que se ha instaurado un mejor control
preventivo en cuanto a su diagnóstico precoz.
El índice de mortalidad debido al carcinoma cervical invasor ha descendi-
do un 70% desde la época de Sabés y Viana’, y la publicación de los clásicos
trabajos de Papanicolaou y Traut’~08’ en 1928 sobre el uso de la evaluación
citológica para la detección del carcinoma de cervix uterino en sus estadios
preinvasores”1¶Piver, 1990). Desde entonces, se ha avanzado considerable-
mente en el conocimiento de estas lesiones precursoras, habiéndose impuesto
en éstas una concepción unitaria y progresiva””(Richart, 1967)
En nuestro medio, en un estudio realizado en la Comunidad de Madrid
sobre el screening masivo que se viene realizando, estimamos que en los años
1 9~ 1 y 1992 Ja incidencia de las lesiones preneoplásicas escamosas intrae-
piteliales de bajo y alto grado era de 52.941 100.000 y de 8 .851100.000 mule.
res/año respectivamente. La incidencia del carcinoma invasor fue entre estos
años del 7.04/100.000 mujeres/año’230(Rodriguez-Costa, 1993>. Valor este
último equiparable con estudios parciales realizados en otros países que
estiman que, instaurada una asistencia de screening que cubra un 85% de la
población, la incidencia y mortalidad debida al carcinoma invasor del cervix
sería del 7.5 y 2/100.000 mujeres/año respectivamente’~’(Sigurdsson, 1991).
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Comparando los índices de mortalidad con los de otras épocas algunos
autores constatan que ha ocurrido un descenso de los índices de mortalidad
por esta causa desde un 9.6/100.000 en los años sesenta (1960-1964) a un
4/100.000 en los años ochenta (1982-1 986)’651(Free, 1991).
Se puede decir que, con evidencias indirectas, el screening del carcinoma
cervical podría incluso reducir la incidencia y la mortalidad del carcinoma del
cervix invasor (CAl) hasta en un 90%. En ausencia de screening, el riesgo
medio de desarrollar CAl de una mujer de 20 años está en torno a 250/10.000
y el riesgo de que muera por esta causa es de 118/10.000. El screening rea-
izado, al menos cada tres años desde los 20 a los 75 años de edad, reduciría
estas probabilidades entorno al 215/10.000 y 107/10.000 respectivamente.
La realización de screening cada uno o dos años, en comparación de cada tres,
mejora la eficacia de al menos un 5%”5(Eddy, 1990).
Los resultados conocidos hasta la fecha permiten afirmar que los
screening masivos de larga duración y con chequeos anuales podrían estar
teniendo un gran valor en la detección de carcinomas tempranos de cervix, así
como en la reducción de los índices de mortalidad”5~’(Shiromizu, 1990>.
Nos hallamos por tanto ante un problema oncológico al que se le está
dando una solución inicial eficaz y sencilla en cuanto a su diagnóstico precoz
se refiere, y con altas posibilidades terapéuticas en cuanto a sus lesiones
precursoras confiere.
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Otro tanto es el considerar las tasas de supervivencia, estadio por estadio
para el carcinoma invasor de cervix, las cuales han permanecido estables
incluso desde que se empezaran a instaurar los screening citológicos, aunque
se tiene la esperanza que para la década en la que hemos entrado, estas cifras
comiencen también a corregirse gracias a las nuevas medidas radioterapéuticas
y al uso de “potenciadores de radiación” como la hidroxiurea216(Piver, 1990>.
Al relativo éxito logrado en el diagnóstico precoz se le ha añadido la
evidencia, adelantada por zur Hausern 197612961 y Meisels’18’162 1981, 1983, de
que existe una fuerte asociación entre las formas preneoplásicas e invasoras
con la infección de ciertos subtipos de virus de la familia de los papovavirus
humanos (HPV)’411(Crawford, 1984). En concreto con los subtipos 16 y 12.
Además, a estos dos subtipos se les ha demostrado experimentalmente que
poseen la propiedad de transformar e inmortalizar distintas lineas celulares, lo
que podría considerarse como un paso inicial, aunque aún lejano, en favor de
la argumentación de la causalidad con el carcinoma de cervix. (Yasumoto,
1986; Pirisi, 1927; Durst, 1987; BedeIl, 1987; Kaur, 1988; Woodworth,
1988 y 1990; Pecoraro, 1989; Jewers, 1992; Halbert, 1992; Sedman, 1992>
1293, 215, 71, 17, 141, 288, 289, 211, 134, 104, 2491.
Si bien, se sospecha que han de considerarse otros factores (virus del
herpes tipo 2, factores individuales del paciente etc.) además de los menciona-
dos HPVs, calificados como necesarios pero no suficientes para la progresión
hacia la malignidad de las lesiones que provocan29’ (zur Hausern, 1982>.
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Con lo dicho, y pasando por alto la incertidumbre comentada en los
párrafos previos, puede afirmarse pues que nos hallamos ante un proceso
neoplásico relativamente frecuente el cual, mediante un sencillo procedimiento
de screening citológico puede ser detectado en sus formas más iniciales.
Subsecuentemente un estudio colposcópico con confirmación histológica
puede llevar a un diagnóstico de confirmación sobre el que se puede adoptar
una decisión terapéutica de alta eficacia.
Tenemos en definitiva, un modelo casi perfecto y sin parangón en todo
el campo oncológico. Y si bien, los casos avanzados de carcinoma invasor
mantienen un rendimiento muy escaso en cuanto a la supervivencia de los
pacientes tratados se refiere, nos enfrentamos casi a diario con lesiones
preneoplásicas de indudable interés para la investigación morfofuncional, que
pueden permitirnos en concreto una mejor comprensión de la historia natural
de este tipo de neoplasia y además esclarecer en alguna medida lo que supone
el proceso neoplásico en su biología general.
En este panorama podemos determinar, en la biología del carcinoma del
cuello uterirno, y desde un enfoque fundamentalmente anatomopatológico, una
serie de puntos en los que la investigación morfofuncional puede proporcionar
información valiosa para comprender la historia natural del carcinoma de
cervix; entre ellos podemos destacar los siguientes:
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* (1> Histogénesis del carcinoma de cuello uterino, con la existencia
de subvariedades como el adenocarcinoma o el carcinoma de células
pequenas.
* (2) Conocimiento de los hechos morfológicos y bioquímicos
genéricos que acompañan la transformación neoplásica
- Glicosilación anómala, con fenómenos de modificación de la
síntesis de mucosustancias y de la expresión de antígenos de
grupo sanguíneo’30. <Carretero-Albiñana, 1990)
- Expresión de oncogenes.
* <3) Implicación viral como agente causal de los procesos neoplási-
cos cervicales, cuyas secuencias genómicas pueden ser puestas en
evidencia mediante técnicas sobre muestras en parafina.
* (4) Conocimiento de las alteraciones morfológicas, inmuno e
histoquimicas - fenotípicas - que se dan en las lesiones preneoplási-
cas del cervix, singularmente las lesiones escamosas intraepiteliales
de alto y bajo grado.
Con respecto a la histogénesis del carcinoma de cervix, está clara la
convicción de que los acontecimientos determinantes de este proceso tienen
lugar a nivel del epitelio pavimentoso en la proximidad con el epitelio endocer-
vical, en lo que es conocido como la unión escamo~columnarlO~(Hendrickson
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1992>. La traducción morfológica de este proceso se expresa como una
imágen que progresivamente reemplaza la arquitectura normal del epitelio
pavimentoso madurativo por una población de células pequeñas “basaloides”
que no maduran en los estratos medio y superior sucesivos y que manifiestan
en su evolución una tendencia a la despolarización.
Para Richart, la historia natural del carcinoma de cervix tiene un origen
unifocal y puntual. Sucede tanto en la unión escamo-columnar como en las
áreas de “transformación” sobre la portio, y además esta lesión inicial se
extiende gradualmente reemplazando el epitelio escamoso y glandular contiguo.
Esta lesión, estando aún limitada en el espesor del epitelio, crece a medida que
pasa el tiempo, e incrementando su tamaño llega un momento en que puede
ser reconocida en una exploración colposcópica como imágenes de epitelio
blanco, puntiforme, de mosaico, de hiperqueratosis o de vasos atípicos223.
En este foco que describimos del cervix, el crecimiento epitelial está
claramente incrementado si lo comparamos con el epitelio de su vecindad. Este
activo crecimiento se refleja en el aumento del número de mitosis. Entre esta
población celular en expansión, se supone que se selecciona o seleccionan un
clon o clones celulares que manifiestan caracterÍsticas invasivas, con la
propiedad de rebasar la membrana basal, frontera hasta entonces entre el
epitelio y el estroma subyacente.
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Se trata en consecuencia de un proceso neoplásico progresivo, unifocal
y de origen puntual, que tiene lugar en un epitelio pavimentoso que presentaba
hasta aquél momento sucesiones celulares madurativas ordenadas.
Estas lesiones precursoras han sido reconocidas desde hace más de un
siglo y han sido identificadas con distintas denominaciones: Lesiones iniciales
bordeline, dispíasia leve, o neoplasias intraepiteliales grado 1.
Recientemente, y por razones de reproductibilidad entre observadores12rn
(Ismail, 1989), se ha adoptado el consenso de limitar en dos escalones la
designación de estas lesiones precursoras, llamando a las lesiones más
iniciales: “Lesión intraepitelial escamosa de bajo grado”; y a las más avanzadas
“de alto gradoT’ - Sistema de Bethesda 1988 -~“(Solomon, 1 989).
Algunos autores han dado ya validez de reproductibilidad a este sistema
‘252(Sherman, 1992).
En cuanto a la célula de origen de estos acontecimientos, se asume que,
siguiendo el hecho de que la neoplasia que surge tiende a mantener ciertos
rasgos básicos que la identifican con su origen, tenemos que si la neoplasia
tiene una tendencia a manifestar un crecimiento estratificado y a la formación
de queratina, el origen sería el de una célula basal. En otro orden de cosas, las
neoplasias endocervicales remedan metaplasias escamosas cervicales con ele-
mentos celulares escasamente queratinizantes y su origen estaría en el epitelio
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simple de revestimiento. Finalmente, las neoplasias que se caracterizan por
presentar unos elementos celulares más pequeños, sin rasgos queratinizantes
y con signos de neurosecreción, su origen sería el de las células de reserva.
Como vemos, en la histogénesis de los tumores del cuello uterino se
delimitan dos grupos genéricos bien circunscritos: Los carcinomas epidermoi-
des y los adenocarcinomas.
Al carcinoma epidermoide de cervix se le reconocen tres formas distintas
de diferenciación: El bien diferenciado o el tipo de células grandes queratinizan-
tes, el moderadamente diferenciado o tipo de células grandes focalmente
queratinizante, y el pobremente diferenciado o tipo no queratinizante de células
grandes o pequeñasr2211(Reagan, 1974). Aunque entre estos tres subtipos no se
advierten diferencias significativas en cuanto a comportamiento y pronóstico.
Al adenocarcinoma, con una incidencia mucho menor y con una
proporción de 1:15 con los carcinomas epidermoides, se le reconocen un
número mayor de subvariedades. Además del adenocarcinoma endocervical
convencional, podemos mencionar al Adenocarcinoma mucinoso intestinal
(coloide>, en el que se identifican la presencia de células caliciformes66(Fu Y.S.,
1982). Menos frecuentes en su incidencia son los tipos metaplásicos
múierianos156<Lauchian, 1984) en los que se incluyen los adenocarcinomas
papilares mucinoso y seroso, o el adenocarcinoma endometrioide’2701(Teshima,
1985>. A estas variedades se les ha sumado el adenocarcinoma de células
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claras’109(Herbst, 1979> relacionado con la exposición prenatal al Dietiletilbes-
terol2~(Robboy, 1974). Otras variantes especificas reconocidas del adenocarci-
noma son el adenoma maligno’13”~Kaminski, 1983), el adenocarcinoma adeno-
quístico”26<McKelvey, 1963>, y el adenocarcinoma mesonefroide’05(Hart,
1972).
Nos encontramos con un grupo de neoplasias cuyas formas invasoras
tienden a disminuir en incidencia gracias al establecimiento de unas medidas
de screening sencillas y al parecer eficaces. Este estado de cosas permite
aproximarnos a un número creciente de lesiones reconocidas y tipificadas
como precursoras y que se distribuyen en un continuum progresivo al que se
le ha delimitado, por razones de reproductibilidad y abordaje terapéutico, en un
doble tramo de gradación. A esto se suma el hecho de que también se
reconocen una serie de cambios celulares que se han asociado de forma muy
característica como signos de infección viral. Estos cambios adscritos a la
infección por HPV son la koilocitosis, disqueratosis, paraqueratosis y la
multinucieación”79(Meisels y Fortin, 1977>. A finales de los setenta también se
demostró a nivel ultraestructural la presencia de partículas de HPV dentro de
los koilocitos’113(Hills y Laverty, 1979).
Los estudios epidemiológicos del carcinoma cervical habían relacionado
de forma clara el carcinoma cervical con los hábitos sexuales promiscuos tanto
en mujeres como en hombres’257’”’(Singer, 1976; Buckley, 1981). De forma
paralela también se relacioné con ella un incremento de la incidencia de las
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verrugas genitales, las cuales se conocían que estaban causadas por los virus
del papiloma humano. Lesiones que hoy se sabe se transmiten sexualmente en
ambas direcciones’~’4(Campion, 1985; Sarrasso, 1 g87). En la mitad de las
pacientes con verrugas en vulva también se vió que presentaban alteraciones
a nivel del cervix. Fue entonces cuando se incriminó a este tipo de virus como
agentes causales de los tumores cervicales266(zur Hausen, 1976).
A la mencionada transmisión sexual comentada, se le puede sumar una
forma de transmisión vertical de madre a hijo en el momento del parto, hecho
cada vez mejor estudiado, con resultados de infección por HPV-16 en recién
nacidos del orden al 25%207<Pakarian, 1993). Aunque es temprano todavía
para establecer el verdadero alcance de estos hallazgos.
Tenemos un número de evidencias, cada vez más creciente, que hacen
responsable como agente causal de este proceso a varios de los subtipos
virales de los papilomas humanos (HPV) pertenecientes a la familia de los
Papovavirus’50(Koutsky, 1992>
Los HPVs son virus ADN de doble cadena circular que tienen entorno a
8 kilobases en su longitud. Este DNA está incluido dentro de una cápside viral
de tiene unos 55 nm de diámetro compuesta por dos proteínas diferentes, L
1
y L2. La proteina L1, que tiene un peso molecular de 57.000 daitons, es el
componente principal de la cápside y su capacidad de formar puentes disulf uro
es la responsable de la formación de partículas virales icosaédricas. A esta
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proteína se le reconoce un determinante antigénico común a todos los
papilomavirus. La proteina L2 es un componente menor de la cápside y su peso
molecular es de 78000 daltons’
6~<Doorbar y Gallimore, 1987).
Hasta la fecha se conocen entorno a 60 subtipos de HPV, uno de los
últimos descrito por Matsukura en ~99Q[l76•
Como los HPVs no pueden ser cultivados en el laboratorio, esto ha
determinado que los distintos tipos virales se reconozcan en base a la
homología en las secuencias de sus DNA. Los distintos tipos reconocidos
comparten menos de un 50% de DNA homólogo, y los distintos subtipos
comparten más del 50% de DNA homólogo pero menos del 100% del
mismo212’(Pfister, 1986).
Se ha secuenciado la totalidad del genoma de varios de estos virus
(HPV 1: Danos, 1982; HPV 6b: Schwarz, 1983; HPV 16: Seedorf, 1985; HPV
31: Lórincz, 1986; HPV 11: Dartmann, 1986; Cole, 1987>, observándose la
presencia de al menos ocho genes tempranos que codifican proteínas que se
sintetizan antes de que ocurra la replicación del DNA, y dos genes tardíos los
cuales codifican las proteínas ya comentadas de la cápside [s7245,25o,164,58,
33].
Dentro de la gran heterogeneidad de los distintos tipos de HPV se conoce
que algunos de ellos tienen, por razones hasta el momento no bien conocidas,
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un tropismo especial por el tracto genital femenino. Dentro de estos tenemos
los HPV 6, 11, 16, 18,31,33,35,42 a 45, 51, 52, 56, 58. Los tipos más
estrechamente relacionados con la transformación celular se reconocen que
son los HPV-16 y HPV-18, hecho comprobado cuando infectan fibroblastos
murinos o lineas de células epiteliales ‘141142<Kaur P, 1988,1989).
Es más, se han identificado a los genes más implicados en esta
transformación, y estos son las estructuras de lectura abierta (ORFs) E7 del
HPV-1 6, y la región E6-E7 del HPV-1 87136(Sedell, 1987; Kanda 1988). Matlaw
hewski y cois. en 1987 relacionaron que las regiones E6-E7 del HPV 16 podía
cooperar junto con la activación del oncogen ras en la transformación celu-
lar174.
Se puede decir que, desde mediados de los años setenta cuando zur
Haursern vincula las verrugas genitales con el carcinoma cervical, hasta la
fecha en la que contamos con técnicas de hibridación in situ no isotópicas para
la detección rutinaria de DNA y RNAm viral del HPV sobre secciones de
parafina2~’206”’”’132’225”’’(Burns, 1987; Ostrow, 1987; Gupta, 1989; Jacquemier,
1990; Richart, 1990 Nuovo, 1990, entre otras), y la reciente posibilidad de
aplicar las técnicas de PCA para la amplificación de regiones seleccionadas del
genoma viral presentes en tejidos conservados en parafina (Shibata, 1988;
Cornelissen, 1989; Riou, 1990; Thompson, 1991; Nuovo, 1992>, la sensibili-
dad y especificidad de los estudios ha progresado considerablemente década
a década [253,39,226,271,197].
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Estudios previos en análisis de hibridación molecular habían servido de
base a esta nueva metodología~’65”’(DiLuca 1986, y Lorinoz 198?, Fuchs
1988).
Las conclusiones a las que se está llegando nos dicen que dependen
del tipo de virus HPV para que una lesión cervical pueda tener una mayor
capacidad agresiva y acabe por convertirse en una neoplasia invasora. En este
sentido a estos virus se les ha clasificado en cuatro categorías según su riesgo
de ocasionar carcinomas invasores: <1) De bajo riesgo <HPVs 6/1 1, 42, 43, y
44>, (2) Dc riesgo intermedio, <HPVs 31,33,35,51 y 52), (3) Alto riesgo/HPV
16, y <4) Alto riesgo/HPV1 8 <HPVs 18, 45, y 56). De este modo, la presencia
según el tipo de HPV oncogénico presente conferiría un riesgo relativo que
oscila entre 65.1 y 235.7 para el desarrollo de lesiones de alto grado, y un
riesgo entre el 31.1 y el 296.1 para el desarrollo de un carcinoma invasor~~661
(Lórincz, 1992).
Infecciones por HPV-6, 11, 31, 34, 35 y 42 se pueden encontrar en
lesiones que con mayor frecuencia regresan frente a infecciones por HPV-16,
18, que tienen mayor capacidad progresiva~150~(Koutsky, 1992>.
Al subtipo 16 se le ha descrito una variante designada como HPV-1 6b,
que a diferencia del HPV-16a, se encuentra con menos frecuencia en las
neoplasias cervicales, si bien parece más común en la población normal.
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Además, se ha comprobado una incidencia mayor de infecciones por
HPV-1 8 en carcinomas cervicales indiferenciados de células pequeñas con
diferenciación neuroendocrina, tumor particularmente agresivo si se compara
con los mejor diferenciados que suelen manifestar infección por HPV-1 6262
(Stoler, 1991>.
También se ha confirmado que en los carcinomas invasores de cervix el
HPV-1 6 puede encontrarse tanto en forma episoma como integrada al genoma
celular0752»”t<Durst, 1987; Matsukura, 1989; Wagatsuma, 1990; Fukushima,
1990), apreciándose una mayor proporción de formas integradas en éstos que
en las lesiones precursoras -un 3% en caso de las lesiones preneoplásicas
frente a un 81% en los carcinomas invasores p<O.OO1; si bien, no se ha
determinado que exista una región específica de ningún cromosoma para que
se produzca dicha integración, si se conoce que el tipo de HPV-1 8 se integra
con una mayor frecuencia que los demás’46(Cullen, 1991).
En cuanto a la integración de parte del genoma viral en el de la célula
huesped, se acepta de forma concluyente como una de las características de
las lesiones malignas. Esta integración podría alterar la función de las ORF de
los genes El o E2 ocasionando una disminución de la regulación de la
expresión génica, y como consecuencia una hipotética sobreexpresión de las
reconocidas como oncoproteinas E6 y E7, las cuales contribuirían como
promotores al desarrollo de la 6240506136(Awady, 1987; Schwarz,
1986; Choo, 1927, 1988; Cone, 1992>. También se ha sugerido que este fe-
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nómeno de integración podría servir como un valioso indicador pronóstico en
la clínica de aquellas lesiones preneoplásicas que lo presentaran, distinguiéndo-
se como más afines a desarrollar carcinomas invasores en un más corto plazo
de tiempo.
A la proteina codificada por el gen E2 de los virus HPV-16 y HPV-18 se
le ha observado una intensa actividad transcripcionaí de la expresión del
genoma viral tanto en los queratinocitos normales como en los inmortalizados.
En los análisis moleculares realizados hasta ahora se observan dos actividades
distintas, todavía incompletamente entendidas, en la proteina E2 del virus HPV-
1 6~2~(Bouvard, 1993).
Shirasawa <1988), en un análisis de la transcripción específica del virus
HPV- 16 en lesiones precancerosas y carcinomas invasores del cervix, ha
comprobado patrones diferentes de transcripción entre ambas lesiones,
sugiriendo que podrían jugar algún papel en el desarrollo del proceso malig-
no251’
En este orden de cosas, han cobrado redoblado interés los mencionados
productos proteicos de los genes E6 y E7 de varios de los tipos de HPVs. Esto
es así desde que se relacionara una posible, y al parecer probada, interacción
entre las denominadas oncoproteinas virales E7 y E6 con las conocidas
proteínas supresoras de tumores píOS (pAS) y wild-p53’21””’84~ <Dyson,
1989; Múnger, 1989; Werness, 1990: Scheffner, 1 g92). Interacción que
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parece tener una mayor afinidad en el caso de los HPVs de alto riesgo que con
los de bajo r¡esgo’~’3104’90(Gage, 1990; Barbosa, 1991; Haibert, 1992;
Múnger, 1992)
A ello se suma el hecho de que, el alegado potencial oncogénico de
ciertos HPVs, manifestado in vitro por su capacidad de inmortalizar queratinoci-
tos, cambiar el comportamiento de su diferenciación, o transformar diversas
líneas celulares, parece quedar restringido a la acción de los mencionados
genes E6 y E? (BedeIl, 1987; Kanda, 1982; Hawley-Nelson, 1989; Múnger,
1989; Kaur, 1989; Band, 1991; Halbert, 1991; Jewers, 1992> [17,139,106,189,
142,10,134].
El estudio de diferentes lineas celulares de carcinomas del cervix puso en
evidencia el hecho de que aquellas líneas en las que se identificaba la presencia
del algún tipo de virus HPV, carecían de las formas mutadas de las proteínas
p53 o pl 05, mientras que las líneas celulares sin expresión de virus tenían una
mayor proporción de formas mutadas de las proteínas p53 o pl O5¡~229í444514o2§o
(Scheffner, 1991; Yamada, 1991; Crook, 1991 y 1992; Kaelbling, 1 9g2;
Srivastava, 1992; Wrede, 1992). Abundando en este hecho, Aiou (1990) y
con posterioridad Higgins (1991> encuentran un grupo de carcinomas cervical
invasores HPV negativos que tienen mayor riesgo de reincidencia y de
metástasis a distancia, y menor de supervivencia, en comparación con los HPV
16, 18, 33, 35 positivos1226’1111.
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La w-p53, es una proteina a la que se le está prestando desde hace
algunos años una atención renovada. Se trata de una fosfoproteina nuclear de
53kd que inicialmente se encontró en asociación con el antígeno T del virus
5V40 en células de roedores transformadas”~5163<Lane, 1979; Linzer 1979>.
Posteriormente se observó que distintas líneas celulares transformadas por
distintos agentes, entre los que se incluían virus tumorales tanto DNA como
RNA , irradiaciones, o carcinógenos químicos, presentaban niveles elevados de
p53. Este hecho, y la observación de que podía cooperar con el oncogen ras
<cuyo producto es la p2 1) en las transformación de células primarias, llevó a
consignar a la p53 como perteneciente a la familia de las oncoproteinas
nucleares myc <p62) y myb265<Subier, 1992>. Con el tiempo se advirtió que
dicha proteina se trataba de una forma mutada de la proteina originaria,
conocida ahora como wild-p53115(Hinds, 1989).
De igual modo que ocurre con el gen del Retinoblastoma (RBI, al
gen de la p53 se le considera hoy un antioncogen o gen supresor de tumores
(Levine, 1991). Por el momento, las mutaciones de la p53 representan los de-
fectos genéticos más frecuentemente informados en los carcinomas humanos,
conociéndose también que la mayoría de estas mutaciones se localizan en
cuatro regiones principales de la proteina (residuos 117-142, 171-181, 234-
258 y 270-286) (Nigro, 1989; Takahashi, 1989; Vogeistein, 1990; lggo,
1990; Saker, 1990; Hollstein 1990 y 1991 )[193,268,277,125,8,1 19,1201.
Hoy día se sabe que la expresión de la proteína wild-p53 es capaz de
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inhibir la proliferación de células transformadas, suprimir la transformación
celular mediada por los oncogenes y eliminar el potencial tumorgénico de
algunas líneas celulares derivadas de tumores’”159265(Baker, 1990; Levine,
1991; Subler, 1992). Sin embargo, en un intento inicial de aprovechar la
expresión de este gen mediante su inclusión en el genoma de retrovirus
recombinantes sí consigue promover la diferenciación de queratinocitos
normales pero falla en revertir la diferenciación aberrante en líneas tumorales
e inmortalizadas con HPV2S0 (Woodworth, 1993).
A la proteina w-p53 se le asigna en estos momentos, la función de
controlar el ciclo celular normal mediante la regulación de la transcripción o la
replicación del DNA. La w-p53, interactuaria con un homólogo celular al
antígeno T inhibiendo su función y con ello el comienzo de la replicación del
DNA y su entrada en la fase de síntesis.
Alternativamente, la w-p53 podría actuar como un transactivador de la
transcripción génica, ya fuera promoviendo o reprimiendo la síntesis de ANAm
y en concreto reprimiendo la transcripción de algunos promotores celulares y
virales e inhibiendo la transcripción de c-fos, c-jun, 116. iS-actin, MDR1 etc.’~239
40’2651(Ginsberg, 1991; Santhanam, 1991; Chin, 1992; Subler, 1992>. En todos
los casos estudiados, las proteínas mutadas de p53 encontradas en los
tumores tenían propiedades menos inhibitorias que la w-p53, e incluso en
algunos casos una función activadora. Diferentes proteínas mutadas de p53
tienen además diferentes efectos cuantitativos en la inhibición de promotores.
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Queda por determinar si alguna región específica de unión de la p53
reconoce alguna secuencia específica de DNA. Por tanto, la w-p53 podría tener
cierto papel en la regulación de los genes de transcripción, quizás sobre un
grupo de genes involucrados en el paso de la fase Gí tardía a la fase 5 del
ciclo celular159(Levine, 1991>. Sin embargo, todavía se desconocen las
funciones bioquímicas precisas de esta proteína.
Considerando el efecto de w-p53 sobre la actividad de ciertos promoto-
res, algún autor ha observado un descenso en la regulación del RNAm de
PCNA”21<Mercer, 1991). Si bien esta posibilidad no está todavía suficiente-
mente explorada.
El gen del antígeno nuclear de células en proliferación (PCNA) regulado
por algunos factores del crecimiento’1’33<Almendral, 1987; Jaskalski, 1988),
codifica una proteína que es un componente de la maquinaria celular de repli-
cación del DNA, identificándose como un cofactor de la polimerasa 6 del
DNA’24216’ (Bravo, 1987; Prelich, 1987).
Centrándonos sobre el producto del gen E6 de los HPVs, conocemos que
se trata de una proteína de unos 150 aminoácidos aproximadamente, que es
capaz de inmortalizar por sí sola o junto con E?, células mamarias humanas,
así como células epiteliales escamosas y fibroblastos10’06188261(Band, 1991;
Harwley-Nelson, 1989; Múnger, 1989 y Watanabe 1989).
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A la mencionada interacción entre el producto del gen E6 de los HPV de
“alto riesgo” y la proteína w-p53 de la célula huésped, se le han propuesto dos
mecanimos en virtud a los cuales se produce la abrogación las funciones de
esta última. (1) Mediante la prevención de la función normal de la w-p53 al
bloquear o alterar la interación de la w-p53 con su blanco celular normal; y (2)
Mediante la eliminación de la w-p53 causada por degradación proteolítica.
Para esta segunda hipótesis se ha demostrado in vitro que las proteínas
E6 son capaces de promover la degradación de la w-p53 por vía del sistema
proteolítico dependiente de la ubiquitina’42264(Scheffner, 1990; Werness 1990>.
Para algunos autores, el gen de los HPV 16 y 18 con mayor capacidad
de transformación celular parece ser el E7”4(Jewers, 1992>. Este gen codifica
una proteína fosforilada de unos 11 kDa con ciertas homologías con las
proteínas ElA del Adenovirus 5, y con el antígeno T (“large antigen T”) del
virus simio 5V40 que muestran la capacidad de ligarse a la proteína sin
fosforilar del gen RB3(Dyson, 1990). Del mismo modo se ha visto que ciertos
cambios intoducidos en la secuencia de aminoácidos de la proteína E7 anulan
esta capacidad de ligarse con la píOS y también inhiben la capacidad de
transformar, en colaboración con el oncogen activado ras, las células NIH 3T3
y fibroblastos embrionarios de rata’21247126(Dyson, 1989; Barbosa, 1990;
Chesters, 1990; lmai, 1991).
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Se conoce que la forma no fosforilada de la pRB predomina en la células
en fase GO y parece actuar como supresora del crecimiento. Sin embargo, en
estado fosforilado parece permitir dicho crecimiento. La pl 05 actúa secues-
trando e inactivando ciertas proteínas nucleares (por ejemplo, los factores de
la transcripción E2F, N-myc y el c-myc) involucradas en la proliferación
celular’27’283(Buchovich, 1989; Weinberg, 1991>.
Se sabe, en consecuencia, que se requiere de la unión entre pi05 y el
producto del E7 para poder transformar células de roedores, sin embargo esto
no es esencial para inmortalizar la células epiteliales humanas[1a41(Jewers,
1992). Para poder lograr una inmortalización eficiente en las mismas, es
preciso, bien que intervengan conjuntamente E7 y E6, o bien que E? esté
vinculada con otros procesos celulares hasta el momento desconocidos.
Como resumen, podemos añadir a lo dicho que, la inmortalización de los
queratinocitos del cervix, y como resultado la inhibición de su diferenciación,
son el primer paso en un proceso que puede llevar a la malignización de las
células. Por tanto, ciertos tipos de virus HPV pueden estar involucrados en los
estadios iniciales de la enfermedad, aunque otros factores también puedan
dictar esta progresión a la maíignidad”4(Jewers, 1992).
También se han estudiado la expresión de cierto número de oncogenes
en las lesiones preneoplásicas e invasoras del cuello uterino, observándose por
ejemplo que existe correlación entre la p2l (producto del oncogen ras> y el
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grado de progresión de las lesiones preneoplásicas’2’3234(Sagae, 1989 y 1990).
En cuanto al c-myc, la valoración de su sobreexpresión junto con el status de
ganglios linfáticos y el tamaño tumoral, pueden servir como buenos indicadores
determinantes de mayor índice de recidivas22’ (Bourhis, 1990), Si bien, resulta
controvertido este hallazgo dado que otros autores aprecian una mayor
concentración de antígeno c-myc, en células epiteliales procedentes de
epitelios normales frente a las procedentes de CIN o carcinomas invasores’107’123’
(Hendy-Ibbs, 1987; Hughes 1989).
En otro orden de cosas, y con respecto a los adenocarcinomas endocervi-
cales, hay también resultados contradictorios entre distintos autores, no
vinculando unos la presencia de HPV con el desarrollo de los adenocarcinomas
endocervicales’96’(Griffin, 1991), y otros que síencuentran DNA de HPV 16/18
presente en una proporción significativa de estas í35,112 (Johnson
1992; Higgins 1992).
Como vemos, el avance en el campo de las neoplasias cervicales ha sido
considerable en las últimas décadas. Nos resta decir que, si bien se detecta
infección por HPV en una significativa proporción de lesiones escamosas de
alto y bajo grado, no todas las lesiones progresan hacia una forma invasiva’266’
(Syrjánen, 1985>, estimándose que en las lesiones diagnosticadas como CIN
1 se produce una regresión espontánea en el plazo de 18 meses de un 65.2%
de los casos’40’(Courtial, 1991). A esto podemos añadir que hay un indudable
factor inmunológico a tener en cuenta a la hora de considerar la progresión y
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el comportamiento de estas lesiones220’<Radhakirishna Pillai, 1990>.
Podemos mencionar en este sentido por ejemplo, la reciente aportación
realizada en la que se observa una alta correlación entre la pérdida de ex-
presión de la proteina transportadora asociada a la presentación de antígenos
con la pérdida de expresión de los locus HLA-B en los carcinomas cervicales
positivos para HPV-1 6’42’(Cromme, 1993)
Las investigación en el campo de la inmunología relacionada con las
infecciones por HPV resulta muy activa desde hace algunas décadas,
habiéndose convocado hasta la fecha dos reuniones internacionales monográ-
ficas al respecto, de cuyos trabajos se está desarrollando un importante cuerpo
de conocimientos que nos permite vislumbrar resultados esperanzadores a
medio y largo plazo. (International Workshop Immnunology on HPV, Amster-
dam PB 1992 y Cambridge UK 1993).
También resulta necesario mencionar que, a pesar del tratamiento local
dado a las lesiones condilomatosas ano-genitales, ya sea mediante crioterapia
o laserterapia, se estima que se producen recurrencias en un 67% de los
casos, habiéndose detectado la presencia del virus en los márgenes de las
lesiones y aún en epitelios morfológicamente normales””’(Ferenczy, 1985).
Se ha relacionado un incremento de la incidencia de lesiones precursoras
cervicales y carcinomas invasores en pacientes en tratamiento con agentes
Ir,troducción.-24
inmunosupresores’1’3147(Kay, 1970; Koss, 1992), así como en pacientes con
el Síndrome de inmunoindeficiencia adquirida en los que parece que se
muestran más rápidamente progresivas’247~<Schwartz 1991>.
En el siguiente apartado exponemos las razones teóricas que nos servirán
de base para el ulterior enunciado de nuestra hipótesis de trabajo. Abordamos
lo que representa la glicosilación a nivel celular y las observaciones realizadas
en cuanto a su alteración en los distintos procesos neoplásicos del organismo.
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1.2.- ENUNCIADO DEL PROBLEMA
Dejando al margen las consideraciones hechas con respecto a la infección
por los distintos tipos de HPV, podemos recordar la afirmación de Senitiroh
Hakomori que dice: “el cáncer es una enfermedad del fenotipo independien-
temente de su mecanismo genético, y por tanto el diagnóstico y tratamiento
del cáncer debe ser enfocado en relación con el fenotipo”96’(Hakomori, 1988).
Siguiendo en esta línea nos parece que tiene interés que, sea cual sea la
causa desencadenante de la transformación maligna, lo que parece de mayor
importancia es que esta transformación neoplásica celular se acompaña de una
serie de modificaciones cualitativas y cuantitativas en la forma de ser de la
célula. Diversos autores, entre los que se encuentra Hakomori, han enfocado
el estudio de estas alteraciones en el trastorno que acontece en la síntesis de
los compuestos glicoconjugados presentes en las membranas celulares. Estas
moléculas son compuestos orgánicos de estructura extremadamente variable
y compleja y de muy difícil identificación, que se caracterizan básicamente por
incluir una porción carbohidratada en su composición.
Los glicoconjugados pueden dividirse en tres grandes grupos según su
composición: Los proteoglicanos, glicoproteinas y glicolípidos”23’(Hughes,
1983).
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Los proteoglicanos son compuestos inicialmente glicoproteicos en su
síntesis primaria que van perdiendo a lo largo de su proceso de formación y
secreción, buena parte de su componente proteico para quedar como una
molécula con un predominio del componente carbohidratado completado por
un componente proteico.
Se trata de compuestos localizados en su mayor parte en el tejido
conectivo y podemos mencionar como tipos representativos de los mismos a
un grupo de sustancias como el ácido hialurónico, condroitin sulfato, heparán
sulfato, queratán sulfato, y heparina, la mayor parte de los cuales intervienen
en la conformación de los geles conectivos intersticiales.
Las glicoproteinas y los glicolipidos son las sustancias más importantes
en relación con el trastorno del fenómeno de la glicosilación observada en los
procesos neoplásicos. Se encuentran de manera constante en las membranas
citoplásmicas y confinadas casi exclusivamente en su superficie no citoplás-
mica, contribuyendo de manera destacada a la estructuración de su simetría.
También hay evidencias que las vinculan con un papel fundamental en todos
los fenómenos de interacción celular.
No se conocen en toda su extensión las funciones que realizan los
azúcares (glicoproteinas y glicolípidos> a nivel de la membrana celular,
describiéndose un papel estructural muy claro relacionado con la conformación,
organización y estabilidad de numerosas proteínas, y por tanto de la misma
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membrana. Estos radicales carbohidratados participarían en fenómenos biológi-
cos lan diversos como la adhesión, el reconocimiento celular, la regulación del
crecimiento celular, la fecundación y en fenómenos inmunitarios’30(Carretero-
Albiñana, 1990).
Estos compuestos están asimismo relacionados con la determinación de
la renovación y distribución de proteínas en el citoplasma, membranas celulares
y matriz extracelular, no pudiéndose tampoco olvidar su papel fundamental en
la constitución de determinantes antigénicos de los grupos sanguíneos.
Ambos grupos de sustancias se caracterizan por poseer cadenas carbohi-
dratadas cortas de estructura muy variable; únicas y unidas a compuestos lipí-
dicos en los glicolípidos, y frecuentemente múltiples en las glicoproteinas.
Como indica Hakomori <1992>, un número cada vez mayor de evidencias
nos apuntan que los carbohidratos situados en la superficie celular y en la
matriz extracelular juegan un papel principal en el reconocimiento celular y en
la organización de los tejidos y los órganos, y que la expresión aberrante de los
carbohidratos se relaciona estrechamente con ciertas enfermedades. Estos
cambios en la composición carbohidratada y su expresión, pueden ser la causa
y también efecto de la progresión de la enfermedad. Históricamente, el papel
funcional de los carbohidratos en el reconocimiento celular ha sido la evidencia
más claramente demostrable en el proceso de desarrollo y diferenciación
celular”03.
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En este sentido, se han reconocido, tanto en animales como en el
hombre, una serie de moléculas glicosiladas conocidas como moléculas de
adhesión celular (CAMs>, que se han agrupado en las en las siguientes familias:
Superfamilia de las inmunoglobulinas (Familia lg), familia de la cadherina,
superfamilia de la integrina, familia de la selectina (LEC-CAM), familia H-CAM,
y familia del factor de crecimiento epitelial EGF”52’(Krog, 1992).
Si bien el análisis bioquímico de la parte glicocarbonada de las glicoproteí-
nas y los glicolipidos ha demostrado un alto grado de heterogeneidad estructu-
ral, resultando el estudio de la estructura química de estos compuestos alta-
mente difícil y complejo; existen medios biológicos más sencillos, basados prin-
cipalmente en el uso de anticuerpos monoclonales y el empleo de lectinas, con
los que podemos aproximarnos a los aspectos estructurales de los polisacári-
dos de la superficie celular.
La mayoría de los patrones de glicosilación periférica/terminal es
polimorfo en el hombre y constituyen lo que se conoce como grupos Iñsto-
sanguíneos163’(Metoki, 1989), entre los que se encuentran los sistemas ABO,
secretor, Lewis, TTn, y P. Estos determinantes antigénicos se han identificado
en la mayor parte de los tejidos epiteliales humanos’31””(Clausen y Hakomori,
1989; Hoígersson 1992).
La base de biosíntesis de la polimorfía de estos determinantes se conoce
desde hace tiempo que depende de la expresión, o falta de expresión, de la
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actividad de una determinada transferasa. Dado que tan solo una enzima
particular es la encargada de agregar un monosacárido específico del substrato
donante activo al substrato aceptor, se estima que se requieren más de un
centenar de glicosiltransferasas para sintetizar la mayor parte de las estructuras
glicoproteicas conocidas.
Hasta la fecha sólo una pocas de estas transferasas han sido purificadas
y homogeneizadas habiéndose podido establecer su estructura primaria y
donado su cDNA32(Clausen, 1992). De las glicosiltransferasas conocidas hasta
la fecha, se deduce que puede existir un modelo de estructura global para
estas proteínas’210’(Paulson, 1989>. Los genes de las glicotransferasas podrían
dar lugar a más de una transcripción determinando de este modo proteínas de
diferentes tamaños y especificidades.
La glicosilación tiene lugar en el reticulo endoplásmico o en eJ aparato de
Golgi, conociéndose bien la topografía y las reacciones bioquímicas que
acontecen a nivel de los distintos residuos protéicos de asparaginasa, serma
y treonina.
En cuanto a los determinante antigénicos hiato-sanguíneos, y más en
concreto con respecto al grupo ABO, se conoce que los locus que codifican la
polimorfía genética ASO en el hombre, se encuentran localizados sobre el brazo
largo del cromosoma 9. Los alelos codominantes de estos locus, A y B, codifi-
can las transferasas a-3-GaINAc y a-3-Gal respectivamente. Estas dos enzimas
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resultan ser muy parecidas, y de hecho difieren tan solo en cuatro aminoáci-
dos. Además, los individuos del grupo O homocigóticos para los alelos silentes
o recesivos de los locus ASO, tienen una única delección en una de sus bases
al principio de la secuencia del gen (que corresponde al aminoácido 87), lo cual
determina una variación en la lectura de la estructura genética que ocasiona un
codon de stop en la posición correspondiente al aminoácido 117, lo que tiene
como consecuencia un producto protéico ~ 1990;
Oriol, 1992).
Los determinantes ABH son parte de glicoesfingolípidos, componentes
ubicuos en la capa lipídica externa de la membrana celular. Estos compuestos
constan de una cadena hidrocarbonada hidrófoba unida en ángulo recto al
lípido ceramida <un aminoalcohol, la esfingosina unido a un ácido graso). En su
mayoría se ajustan a estructuras básicas definidas por la identidad y el tipo de
enlace químico de los azúcares más próximos a la ceramida (series, “ganglio”,
“globo” y “lacto”) Figura 1.
En los glicoesfingolípidos de la serie “ganglio” la cadena se continúa en
el azúcar N-acetilgaiactosamina, al cual se le enlaza otra molécula de galactosa.
Las dos azúcares pueden llevar unida un azúcar, el ácido siálico, que le confiere
una carga negativa (sialogangliósidos>. Estos glicoesfingolípidos son abundan-
tes en las neuronas, donde llegan a formar el 6% de la masa lipídica total,
habiéndose identificado más de 40 gangliósidos diferentes.
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FIGURA 1.- Estructuras de las series “ganglio”, “globo” y “lacto”.
Ilustr. 1 Fórmula simplificada de un glicoesfingolípido
compuesto dc una parte carbohidratada y de una ceramida.
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Los glicolípidos neutros (lactósidos y globósidos), son aún más abun-
dantes, y están formados por una cadena carbohidratada de 1 a 15 residuos
entre los que no se encuentra ácido siálico. En la serie “globo”, la cadena inicial
glucosa-galactosa se continúa en otra galactosa y una N-acetilgalactosamina.
En la serie “lacto”, por el contrario, la cadena inicial se prolonga en el azúcar
N-acetilglucosamina y una galactosa. Según la posición que adopte el último
enlace, las moléculas de la serie “lacto” se subclasifican en moléculas de tipo
1 y de tipo 2. Estas sustancias pueden ser muy específicas, apareciendo
solamente en ciertos tejidos de determinantes especies, como ocurre con el
gangliocerebrósido, componente glicolipidico mayor de la mielina, que llega a
constituir el 40% de la monocapa externa de la membrana.
Con lo expusto, vemos que se conocen bien las estructuras químicas y
el control genético de la síntesis de los determinantes antigénicos ABC. Los
genes H se encuentran en el brazo largo del cromosoma 19.
Se pueden construir seis tipos principales de antígenos ABH sobre
diferentes cadenas precursoras de disacáridos. Los determinantes antigénicos
específicos de cada una de estas sustancias se diferencian tan solo por la
localización y el tipo de algunos de los azúcares teminales. Tabla 1.
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TABLA 1
Cada una de estas cadenas precursoras se pueden transformar en un
antígeno H al añadir una fucosa con enlace al—i’2 al azúcar terminal de
Galactosa. Tabla II
TASLA II.
Por medición de la a-3 o a-4-fucosiltransferasa se pueden añadir radicales
de fucosa en las posiciones subterminales tercera o cuarta de GIcNAc dándo-
nos los determinantes antigenicos Lewis6 y Lewis~ respectivamente. Tabla III
Para la conformación de los determinantes antigénicos A o E se requiere
la estructura H como substrato a la que la enzima añade los correspondientes
residuos aGalNAc o aGal. Tabla IV
Cadenas Precursoras:
Tipo 1: BGal1-.3BGlcNAc-~’ R T¡~o 4: ÍSGai1—e’3BGaINAc--. R
Tipo 2: ÍLGaI1-.4Í&GIcNAc-. A Tino 5: ILGaI1-.3ISGIc-. R
Tipo 3: ISGal1-~’3aGaiNAc--. A Tipo 6: BGaI1-*4BGIc--* A
Antígenos 1-1 t¿oo Y y 2:
H Tipo 1: SGaI1—.3I3GIcNAc--. R H Tipo 2: rGall—4BGIcNAc-- R
11,2 11,2
aFuc aFuc
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Tabla III.
Antígenos Lewis ti, Lewis a, Lewis x, y Lewis y:
¿eh: fAGal1—.3r~GIcNAc-* R Le”: &Gall—.’3l&GIcNAc-.
¡ 1,2 1 1,4 j 1,4
A
aFuc aFuc aFuc
Lev: RGal1—.4BGIcNAc--. R ¿ex I&GaI1-*4I~GlcNAc-.
1,2 1,3 1,3
A
aFuc aFuc aFuc
Tabla IV.
Grupos sanguíneos A yB tipos lv 2:
A Tipo 1: aGalNAcl-e’3l%Gall-’3RGIcNAc--.’ A
[1,2
aFuc
8 Tipo 1: aGal1-.3l&GaI1-~3BGlcNAc-. A
11,2
aFuc
A Tipo 2: aGalNac1-.3SGal1-.~4BGlnNAc-* A
¡1,2
oFuc
B Tipo 2: aGall—’316a11-.4RGIcNac- A
[1,2
aF uc
En las Tabla V y VI reproducimos el esquema propuesto por Oriol de las
estructuras químicas, el papel desempeñado por las distintas enzimas y la infor-
mación genética de las vías principales de biosíntesis de las estructuras oh-
gosacáridas mono y difucosiladas tipo 1 y 2’2~’(Oriol 1992).
Sin embargo hay que señalar, como este autor indica, que no todas Las
enzimas referidas son del todo especificas, exisitiendo rutas de biosíntesis
alternativas.
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Todas las fucosilasas descritas son genéticamente polimorfas y se
heredan como rasgos mendelianos simples. Los individuos con una o dos co-
pias de los alelos positivos H, Se, Le y Lex, tienen la correspondiente trana-
ferasa ‘y por tantodeterminan el correspondiente antígeno oligosacárido’200’(Oriol
1 g92>.
Alrededor de 106 epítopos A,B o H se encuentran anclados sobre la
membrana de cada glóbulo rojo en un individuo 1-4 normal -El fenotipo Bombay,
en el que no se produce el antígeno H es extremadamente raro-. En un 80%
de la población general se pueden encontrar grandes cantidades de determinan-
tes antigénicos ABH considerándose a estos como secretores. El 20% restan-
te, no secretores, tan solo tienen en saliva trazas de estos antígenos. En la
saliva de un 90% de la población también se encuentra gran cantidad de
antígenos Lea y Leb, los cuales coinciden en que tienen el mismo antígeno
Lewis sobre la superficie eritrocitaria, cosa que no ocurre con el 10% de la
población restante. En esta población no se encuentran estos antígenos en
saliva.
La combinación de los fenotipos secretor ABH y Lewis, expresados en
saliva, nos clasifica cuatro grupos distintos:
(1) Los individuos secretores ABH con Lea o Leb en saliva. Estos represen-
tan un 70% de la población.
(II> Los que expresan antígenos Lewis en saliva (principalmente Lea), y
no son secretores. Representan un 20% de la población.
(III> Los secretores ABH y Lewis negativos. 9% de la población.
(IV> Y los no-secretores, Lewis negativos. 1% de la población.
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Los estudios estructurales de los glicoesfingolípidos plasmáticos han
demostrado que los secretores ABH, Lewis-negativos <Grupo III) tienen un
antígeno H tipo 1 (también llamado Led) en lugar de Lea o Leb; y que los no-
secretores, Lewis negativos en saliva (grupo IV) tienen una cadena oligosacá-
rida precursora tipo 1 (también llamada Le0) además de un epitopo Lex tipo 2.
Una larga serie de trabajos han ido estableciendo la expresión específica
de los glicoesfingolípidos determinantes de grupo sanguíneo en los diferentes
tejidos humanos. La consideración de este apartado sería extensa y nos apar-
taría en cierta medida del tema principal de nuesto interés; para una mayor
información al respecto podemos encontrar un buen resumen de referencias en
el trabajo de Holgersson y col. de 1 992117. En la Tabla VII se reproduce un
esquema de Holgersson donde se muestra la distribución en varios tejidos
humanos de las distintas cadenas precursoras para los antígenos determiantes
ABH, Lewis, y antígenos X/Y.
Se conoce desde hace tiempo que la expresión de los determinantes
antigénicos de grupo sanguíneo se hace extensible también a los diferentes
epitelios del organismo. Con respecto al epitelio pavimentoso exocervical y al
epitelio simple endocervical, Torrado y col. (1990) observan que la expresión
de isoantígenos ABH se relaciona claramente con el status secretor de cada
individuo. Advierten una expresión positiva en los epitelios ende- y exocer-
vicales de los individuos secretores y negativa en los no secretores. Además,
estos autores obsevan que el antígeno Le~ se expresa focalmente en la
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generalidad de sus casos, a nivel de la mucosa endocervical e independien-
temente del status secretor o del fenotipo del Lewis. Este mismo patrón se
repite en el caso del antígeno H-tipo 2, aunque sólo en los individuos
secretores’274.
TABLA VII. DISTRIRUCION DE LAS CADENAS PAECUROSORAS EN VARIOS
TEJIDOS HUMANOS.
Glóbulos rojos
Píasma
Tejido vascular
Hígado
Páncreas
Riñón
CeIs. epiteliales de~ uréter
Estómago
CeIs epiteliales del intestino delgado
CeIs epiteliales del intestino grueso
+
+
+
+ +
Tipo de cadena precursora
2 3
+ ++
____ + (+)____
+ ++
+ (+1
+ Mi
(±)(+
)
(+)
Okamura (1990) ha realizado un estudio de localización citoquimica de
los antígenos de grupo sanguíneo ABEl en las células secretoras de las glándu-
las cervicales humanas normales, aplicando tanto lectinas como anticuerpos
monoclonales marcados con oro. Las lectinas específicas de los determinantes
de grupo sanguíneo (DBA, HPA, GSAI-B4, UEA-l) reaccionaron positivamente
y de forma heterogénea tan sólo a nivel de los gránulos secretores. Ningún
caso expresó positividad alguna en los organelos intracitoplásmicos, ni en el
4
+
++
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núcleo, ni en la membrana celular. Además, esta expresión coincidía con el
grupo sanguíneo y el status secretor del paciente. Con los anticuerpos mono-
clonales se vió el mismo patrón, aunque además se observó que ocasionalmen-
te había expresión a nivel nuclear’19m.
En el estado actual de nuestros conocimientos, se considera hoy día a la
expresión de estos antígenos histo-sanguineos una manifestación de la madura-
ción celular en cada tejido. Esto se ha visto a nivel de la mucosa de la cavidad
oral donde se ha descrito un desarrollo secuencial de la expresión de los deter-
minantes antigénicos de grupo sanguíneo iniciada con positividades para cade-
nas precursoras a nivel de la capa más profunda, o germinativa; siguiéndose
con determinantes H monofucosilados a nivel de las capas intermedias, y de-
terminantes A o R en las capas más superficiales”70(Mandel, 1988). Este
patrón sugiere una actividad progresiva de las diferentes giicosiltransferasas
durante la migración celular desde las capas profundas a las más superficia-
les”00iOriol, 1992>.
Una vez llegado a este punto, y habiendo expuesto sucintamente la
síntesis y participación de los distintos compuestos glicoconjugados a nivel de
la membrana citoplasmática, cabe decir que el motivo principal de estas
consideraciones recae en lo más arriba adelantado. Esto es, que desde hace
tiempo se conoce que existe una alteración evidente de la glicosilación en los
procesos proliferativos y neoplásicos. Efectivamente, los procesos neoplásicos
presentan constantemente alteraciones de los glicoconjugados de la superficie
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celular; de manera general y siguiendo a Damjanov (1987>, estos cambios se
pueden clasificar en los siguientes apartados’56:
1.- Pérdida de ciertos compuestos normales.
2.- Aumento de ciertos compuestos normales.
3.- Distribución anómala de los compuestos normales.
4.- Aparición de compuestos distintos de los habituales en las células
maduras normales de las que el tumor supuestamente se origina.
Se ocasionan en definitiva, una serie de alteraciones en estos glicolípidos
asociadas a la transformación oncogénica, que Hakomori (1989) resume en los
siguientes términos~1011:
A) Síntesis incompleta con o sin acumulación de precursores.
6) Síntesis de neoglicolípidos.
C) Cambios organizativos de los glicolípidos en las membranas celulares.
Los cambios de la glicosilación observados que se asocian con la
transformación oncogénica parecen estar directamente relacionados con la
expresión de las glicosiltransferasas responsables de esta biosíntesis1’00 2101561
(Hakomori, 1989; Paulson, 1989: Macher, 1991).
Son numerosos los trabajos que relacionan las alteraciones de los
gliconjugados en los distintos procesos neoplásicos humanos. Desde los traba-
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jos iniciales de Davidsohn (1966, 1969> y Kovarik (1968) en tejidos em-
bebidos en parafina que incluían diferentes epitelios normales, carcinomas de
células transicionales y escamocelulares, donde se confirmaba esta tesis, se
han sucedido diferentes líneas de investigación con el propósito de extraer
implicaciones pronósticas y de entender mejor la alteración que a nivel mole-
cular representa la alteración de la glicosilación de los constituyentes de las
células neoplásicas’”~”2151’.
La introducción de los anticuerpos monoclonales capaces de identificar
y distinguir específicamente la mayoría de las estructuras glicosiladas, ha
permitido poder realizar estudios detallados de la glicosilación de las células y
de los tejidos”7’(Mandel, 1992).
Los trabajos considerados como clásicos en cuanto al estudio inmunohis-
toquimico de los determinantes antigénicos de grupos sanguíneos ABH y Lewis
se han realizado a nivel del tracto urinario humano, en condiciones normales
y patológicas’204205161<Orntoft, 1989,1992 y Limas, 1991); en el tracto
digestivo, incluyendo la cavidad oral’17159131(Mandel, 1992; David, 1992;
ltzkowitz, 1992> o en el páncreas (Philipsen, 1988; Kim, 1988; Pour, 1988;
ltai, 1988; Schwenk, 1989) [213,145217129,2481.
Actualmente, aplicando la misma metodología desarrollada, se está
ampliando el campo de estudio enfocándose sobre otras neoplasias de interés.
En este sentido, se ha estudiado la expresión de los antígenos de grupos
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sanguíneos ABH y Lewis en tejidos broncopulmonares normales y en sus
neoplasias más comunes’1~-30’3(Nilsson, 1992; Carretero-Albiñana, 1990;
Alvarez-Fernández, 1990), en tumores de células germinales humanas y
embrionariaslSL?O¡(Motzer, 1988; Fenderson, 1992), y en las neoplasias del
tracto genital’”2261160114236127<Da vidshon, 1969; Stafl, 1972; Liii, 1976; Himes,
1986; Sanders, 1990; lnoue, 1990).
Pasamos a comentar algunos de los hallazgos más significativos alcan-
zados en estos procesos neoplásicos. En cuanto al aparato gastrointestinal, y
en concreto con respecto al colon, se conoce que la mucosa de esta
localización tan solo expresa cierto tipo de antígenos carbohidratados. Los más
frecuentemente encontrados son los de la serie lacto cadenas tipo 1 (GaIBí-
3GIcNAc) y tipo 2 (GaIIS1-4GIcNAc) relacionados con los determinantes de
grupo sanguíneo que se expresan tanto a nivel de glicolípidos como glicoprotel-
nas; y las estructuras tipo mucina de enlace 0-glicanos tales como los
antígenos Tn (N-AcGalal-O-Ser/Tre-polipéptido), sialii-Tn, y antígeno T
(Thomson-Friederich. GaIB1-3NAcGaI), los cuales sólo se encuentran a nivel de
las glicoproteinas.
En el feto, los determinantes ABH, Le8 y Leb se expresan en la mucosa
de todo el colon. Sin embargo, en el momento del nacimiento y en la vida
adulta, tan solo el antígeno Lea mantiene esta distribución pancolónica,
quedando limitado al tercio proximal del colon la expresión del resto de los
determinantes antigénicos (y sólo como cadenas tipo 1 )‘2365~(Sakamoto 1986,
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Dabelsteen 1988).
En el carcinoma de colon se pueden encontrar alteraciones de estos
determinantes, siendo el hallazgo más frecuente la re-expresión en el tercio
distal de los antígenos A,B,H y Leb. Esta re-expresión puede deberse a un
incremento de la actividad de la a-2-fucosiltransferasa. Además también se
pueden expresar otro tipo de cadenas precursoras (tipo 2,3,4) ausentes en
condiciones normales’25652’235(Smith, 1 975; Debelsteen, 1988; Sakamoto,
1989).
En cambio, en los adenocarcinomas del tercio proximal del colon se
observa pérdida de los determinantes antigénicos normalmente presentes. En
ambas localizaciones, ocasionalmente se encuentran fenotipos tumorales que
expresan antígenos de grupo incompatibles con el tipo de grupo sanguíneo de
la paciente.
En estas neoplasias se ha asociado una modificación característica del
antígeno Le6, que consiste en la adición de ácido siálico a su residuo de
galactosa terminal. Este antígeno puede ser reconocido por un MoAb el CA
1 9.9. En la mucosa normal la expresión de este antígeno es generalmente débil
y se expresa en más dei 70-75% en los casos de adenocarcinomas de colon,
en la mitad de los adenomas, en algunas hiperpiasias de la mucosa colónica,
en las áreas displásicas de la enfermedad de Crohn y de la colitis ulcerosa’1 74119
(Abe, 1986; Enbiad, 1988; Blasco, 1989>. Aunque a este expresión en tan
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diversos procesos le confiere un carácter de inespecificidad, este mismo
antígeno resulta ser mucho más útil a nivel del páncreas, revelándose como un
buen marcador de los carcinomas de esta localización217 ‘29-246(Pour, 1 988; ltai,
1988; Schwenk, 1989).
Los antígenos Lex y Le~ que se expresan en el segundo mes de la
gestación a nivel de toda la mucosa colónica, están ausentes salvo discretas
expresiones débiles y focales. En cambio, los adenocarcinomas colónicos
expresan de forma intensa este tipo de antígenos, lo que indicaría un
incremento de la actividad de la enzima B1,3 N-acetilglucosaminotransferasa
responsable de la síntesis de la cadena tipo 2 precursora. Es más, el antígeno
Lex es tributario de alteraciones de elongación, fucosilación y sialitación
asociadas al desarrollo neoplásico””’32260131’ (Kim, 1986; Ruggiero, 1988;
Waldock, 1989; ltzkowitz, 1992>.
En cuanto a las neoplasias originadas en el urotelio, desde los primeros
estudios realizados se observó una pérdida de expresión de los antígenos A y
8, pérdida de expresión más intensa en aquellas neoplasias anaplásicas e
infiltrantes, relacionándose este hecho con su capacidad invasora. En seguida,
estos determinantes se revelaron como posibles marcadores predictores del
comportamiento biológico de los papilomas de la vejiga. (Flanigan, 1983;
Limas, 1986, 1991; Juhí, 1986; Cordon-Cardo, 1986; Orntoft 1988, 1989)
[82,16 1,162,137,37,202,203].
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En las neoplasias de alto grado de la vejiga se ha demostrado una pérdida
de actividad de las transferasas A y B mientras que las transferasas Lewis Y
<al-4 fucosiltransferasa> y X (al-3 fucosiltransferasa> permanecían acti-
vasat2oY2osí(Cordon~Cardo, 1988; Orntoft, 1988; Orntoft, 1992>.
Con respecto a las neoplasias broncopulmonares, se han encontrado,
mediante el empleo de lectinas, cambios en el patrón habitual de su expresión,
confirmando una glicosilación anómala, si bien, no se advierte un patrón
específico de reactividad para cada uno de los tipos histológicos mayores de
los carcinomas Oíl ~ (Davidsohn, 1969; Hirohashi, 1984; Zenita,
1988; Alvarez-Fernández y Carretero-Albiñana 1990). Tan sólo dos hechos
parecen válidos: 1> Se ha relacionado la expresión de grupo A tumoral como
un factor pronóstico favorable en los carcinomas de pulmón no-células
pequeñas’58(Lee 1991); y 2) parece haber una estrecha relación entre las
moléculas de adhesión celular, y en concreto con la presencia de NCAM (mo-
lécula de adhesión celular neural) reconocida por los anticuerpos para los
antígenos del cluster 1, y los carcinomas pulmonares no-células pequeñas’04
(Nilsson, 1 992).
En cuanto a los epitelios estratificados, como ya comentamos más arriba,
se han comprobado cambios acusados en las expresión de los antígenos histo-
sanguheos durante su diferenciación celular, movimiento y transformación
maligna. Resulta ser un hallazgo generalizado la ausencia de expresión de
cadenas azucaradas ramificadas a nivel del estrato basal, y expresión de las
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mismas en estratos suprabasales, siguiendo una progresión secuencial de
aparición según su síntesis. Además, se advierten patrones diferentes en la
expresión de estos determinantes entre epitelios queratinizantes y no queratini-
zantes.
A nivel de la mayoría de los carcinomas epidermoides de la cavidad oral,
y en parte de sus lesiones precursoras, se observa una disminución de
expresión de los antígenos A y E, e incremento de sus cadenas precursoras,
lo que parece relacionarse con el grado histológico madurativo. Es más, se ha
relacionado tanto en el carcinoma de la cavidad oral como en del cuello uterino,
la ausencia de cadenas precursoras de A y E (ausencia de antígeno Hl en los
márgenes de invasión tumoral, con una mayor incidencia de metástasis y un
peor pronóstico- Hecho que se vincularía con un incremento en la “locomoción
celular” prerrequisito del fenómeno metastásico121953’(Prime, 1985; Dabelsteen,
1988>.
Se conoce que en las personas no secretoras, los antígenos A y B se
encuentran ausentes de las mucosas normales; lo que no implica la falta de las
enzimas precisas para su síntesis, sino la ausencia de síntesis de la cadena
precursora H, sobre la cuál se formarían dichos antígenos. La síntesis del
antígeno 1-1 está controlada por el gen secretor.
Los estudios realizados a nivel del cuello uterino no son tan numerosos
como los llevados a cabo en otras localizaciones. Cabe decir sin embargo, que
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existe cierta similitud de resultados entre los hallazgos obtenidos a nivel del
cervix con los obtenidos a nivel de la mucosa orai’54(Dabelsteen, 1992>, con
la salvedad de que en el cervix existe una zona de transformación que está
influida por los ciclos hormonales estrogénicos/progesterogénicos lo que podría
jugar algún papel en cuanto a la expresión de estos determinantes histo-sangui-
neos.
Con lo comentado hasta ahora se puede decir que, si bien se conoce que
los procesos proliferativos y neoplásicos malignos de distintas localizaciones
se acompañan de diversas alteraciones en la glicosilación de las moléculas
lipídicas y proteicas de la membrana citoplasmática, y que dichas alteraciones
parecen tener como causa lógica una falta o sobreexpresión de una o varias de
las giicosiltransferasas específicas, estos hechos no tienen hasta el momento
una relación demostrada con alguna otra alteración de las conocidas que
acontecen en los mismos procesos neoplásicos. En la bibliografía revisada, no
se hace mención alguna a una posible relación entre estas alteraciones de
la glicosilación y los fenómenos cada vez más estudiados de la activación de
protooncogenes o abrogación de las funciones de las proteínas reguladas por
los genes supresores conocidos. Pensamos que merecería la pena intentar
relacionar, de ser ello posible, los hallazgos de ambas consideraciones, y de
quedar confirmada dicha suposición intentar esclarecer en futuras tentativas
los mecanismos más íntimos de la biología de estas neoplasias.
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En el siguiente apartado hacemos una revisión histórica de la bibliografía
específica en relación con la expresión de los determinantes antigénicos de
grupo sanguíneo ABO y Lewis a nivel del cuello uterino normal, en sus lesiones
preneoplásicas e invasores.
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1.3.- ANTECEDENTES HISTORIGOS
Dabeisteen y col. en su revisión de 1992 sobre los cambios en la
glicosilación de los carcinomas epidermoides, relatan que los trabajos
originarios en los que se empiezan a asociar estas alteraciones con los
procesos tumorales se deben a Hirschfelt 1929 y Thomsen 1930.
Sin embargo, no es hasta finales de los años sesenta cuando se
publicaron los ya clásicos trabajos de Kovarich y Davidsohn y col. (1968
.
1969) en los que, mediante las técnicas de inmunofluorescencia y de reacción
de aglutinación celular mixta (MCRAJ, observaron una pérdida de expresión de
antígenos específicos de grupo sanguíneos A,B,O(H) en las lesiones neoplási-
cas malignas del cuello uterino. Esto fue interpretado como “manifestación de
la función de desdiferenciación análoga a la desdiferenciación morfológica”.
Fenómeno que se relacionó desde los primeros trabajos con una mayor
incidencia de metástasis. Hecho que se hacia extensivo a adenocarcinomas
procedentes del tracto gastrointestinal y ovario, a tumores de células
transicionales procedentes del urotelio, y a carcinomas epidermoides de piel,
lengua, y laringe.
NOTA: *
* Dabelsteen E.. clausen 1-1. Carbohydrate patho/ogy. APMIS Suppl n0 27. vol. 100, 1992.
* Davidsohn 1., Kovarik 5.. W L.Y, Isoantigens 45 amI Hin benign amI matígnant lesbos of the
cervix. Ant Pathol 1969, 87:306-314.
* Kovar¡k 5., Dav¡dsohn 1.. Stejskal R. ARO anhigens in cancer. Detection with Ihe mixed ceil
agp/utinat¡on reaction. Aích Pato~ 1968, 86:12-21 -
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También desde entonces se reconoce que, en la secuencia: metaplasia
(¿?), displasia y carcinomas in situ del cervix, se reproduce un buen modelo en
el que se pueden seguir los cambios de expresión de los isoantígenos ABH.
Estos hallazgos iniciales fueron confirmados con posterioridad por otros
autores <Liii y col. 1976, Bonfialio y col. 1976). Bonfiglio y col. fueron los
primeros autores en publicar un trabajo en el que se empleaba, además de la
técnica de inmunofluorescencia, una técnica de inmunoperoxidasa para la
determinación de los isoantígenos A y B.
Mambo en 1983, llevó a cabo un estudio con inmunoperoxidasa para
investigar el status de los isoantígenos de grupo sanguíneo ARO, en condilo-
mas acuminados del cervix uterino, observando pérdidas completas de estos
isoantígenos en el 33% de los casos, pérdidas parciales en el 47%, y retención
de isoantigenos en el 20% de los casos que estudió, suponiendo que estas
últimas lesiones podrían representar un grupo particular en el que se diera con
más frecuencia la regresión espontánea.
Stubbe Teplbiaerp y col. en 1985, mediante inmunofluorescencia,
observaron un patrón progresivo en la expresión de estos isoantigenos a nivel
• LiII PAl., Norris H.J., Rubenstone A.l., Chang-Lo M., Davidsohn 1, lsoantigens AStI in cervical
intraep¡thelial neoplasia. Am J Clin PaIhol 1976, 66:767-774.
* Ronfiglio T., Fo¡nberg MS. Isoantignes loss in cervical neoplasia- Dernostration by immunofluores
cenco andimmnunoperoxidase techniques. Arch Pathol Lab Med 1976, 100:307-310.
* Mambo ltC. lsoantigens status in condyloma acuminata of Me uterino cerv¡x: An¡mnmunoperoxida
se study. Am J clin Pathol 1983. 79:178-181.
* Stubbe Teglbjaerg O.. Norilid B.. Debeisteen E. changes of Nood antigeos in prernalignant and
mnal¡gnant lesions of the human exocervix. Acta Pathol Microbiol Scand 1985, 93:149-151.
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del epitelio pavimentoso normal del cervix, advirtiendo que las células basales
y algunas parabasales expresaban N-Acetiiactosamina; las parabasales y las
células del estrato espinoso bajo, el antígeno H; y las células del estrato
espinoso alto expresaban antígenos de grupo sanguíneo A. En todas las
lesiones premalignas y malignas confirman también, como los autores que le
preceden, una disminución irregular en el contenido de los antígenos A y H,
con pérdida casi completa o acumulación de cadenas precursoras.
Schulte y col. en 1985 realizaron un estudio bastante completo de la
glicosilación a nivel del epitelio cervical normal utilizando nueve lectinas
encontrando que, en el epitelio escamoso estratificado exocervical, y en el
epitelio columnar endocervical normales de algunos, aunque no en todos los
especímenes estudiados, mostraban tinciones para los azúcaresterminales a-N-
Acetil-D-Galactosamina, a-D-Galactosa, B-D-Galactosa, y a-D-Fucosa. Las dos
primeras expresiones, para azúcares terminales en los isoantígenos de grupo
sanguíneo A y B respectivamente, correspondían con el grupo sanguíneo de la
paciente (salvo en tres de nueve casos de grupo A que resultaron negativos>.
La mitad de pacientes del grupo sanguíneo O y del A mostraron expresiones
positivas para a-D-Galactosa a nivel de la secreción endocervical.
Sakamoto y col. en 1986 siguen confirmando los hallazgos previos y
* Sohulte SA., Peon K.C., Aso KP., Spicer S.S. [ecija histochemistry of comp/ex carbohydrates la
human cervix. Histochem J 1985, 17:627-654.
* Sakamoto Y.. Kamada M., Irahara M., Ilasebe H., Daitoh T., Furumoto FI., Kish¡ Y., Mor¡ 1.
Oitferences ¡a clin/cal signif¡canco of blood ant/geas A, 8, aad Hin carcinoma t/ssue in ihe uter/ne
cervix. Gynecol Oncol 1986, 25:195-203.
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observan una mayor frecuencia de pérdida completa del antígeno H en los
carcinomas invasores de células pequeñas no queratinizantes, con respecto a
los carcinomas queratinizantes. En este grupo de neoplasias con pérdida de
antígeno H encuentra una peor supervivencia a los dos años lo que le induce
a considerar esta hallazgo como útil indicador de peor pronóstico.
To A.C. y col. en 1986 comparan la expresión de los isoantígenos de
grupo sanguíneo A,B,H y la expresión del antígeno Oxford, en cuanto
marcadores de predicción de supervivencia. Observan que ambos marcadores
son independientes, y que no se correlacionan con el grado tumoral. Advierten
que los isoantígenos de grupo sanguíneo estudiados pueden servir como
predictores de la supervivencia si también se tiene en consideración la
profundidad de invasión tumoral.
Himes y col. en 1986 realizan un estudio sobre extendidos citológicos de
tomas vagino-cervicales, mediante anticuerpos monoclonales siguiendo una
técnica de la inmunoperoxidasa modificada para estas muestras. Sobre estas
células exfoliadas confirman los mismos hallazgos que los obtenidos sobre
tejidos, advirtiendo una pérdida progresiva de la expresión de los determiantes
• To AC., Soong SJ., Shingleton HM., W¡lkerson J.A., Match K.D., Ph¡llips D. lmmunoh/stochem/stry
of the blood group A,B,H ¡soantigeos and Oxford ca as prognost/c markers for stage IR squamous
ceil carcinoma of Me cervix. cancer 1986, 58:2435-2439.
* Mimes T.R., Erst C.S., Koprowska 1. toss of blood isoantigens ¡a exfo/¡ated ce/ls dur¡ng Me
progression of CIN demonstrated bit monoclonal antibody sta/n¡ng. Acta cytolog¡ca 1986,
30:46 1-468.
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de grupo sanguíneo ABH paralela con el progresivo grado de severidad de las
lesiones intraepiteliales cervicales. Y además, la pérdida de expresión de estos
isoantígenos en células con morfología aparentemente normal, puede predecir
la aparición de ulteriores anormalidades morfológicas relacionadas con el
diagnóstico de displasia a nivel citológico.
Sanders y col. en 1990 decriben que a nivel de la mucosa pavimentosa
cervical se presenta una extensa zona de células suprabasales que expresan
Lea y Le’ y con frecuencia lo hacen de forma independiente con el status
secretor. Una proporción de este antígeno Le8 está en forma sialitada. En las
lesiones neoplásicas intraepiteliales, observa una pérdida progresiva de ambos
antígenos de forma paralela con su desdiferenciación. En los carcinomas
epidermoides invasores, estos antígenos tan sólo se expresan en las áreas de
diferenciación.
Scharl y col. en 1991 han estudiado la expresión del antígeno sialil-Le8
en varios adenocarcinomas del tracto genital femenino, empieando el MoAb
CAí 9-9 que mencionamos más arriba donde apuntamos su utilidad en la iden-
tificación de las neoplasias pancreáticas. Estos autores han observado que el
epitelio normal del endocervix expresa de forma aislada este antígeno y que es
* Sanders D.S.A.. Milne D.M.. Keu M.A. The expression of Lewis(a) and Lew/s(b) anligeas reflects
changes in fucosylation belween normal and neoplaslic cervical squamous epithe/ium. J Patho¡
1990, 162:23-28.
* Scharl A.. Orombach G., Vierbuchen M., Gohring U., Gottert T., 1-IoN JA. Antigen CA 1.9-9:
Presence in m¿’cosa ofnondiseased Múller/an ductderivatives and marker for differentiation in (heir
carcinomas. Obstet Gynecol 1991. 77:580-585.
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mayor en las neoplasias de estirpe glandular endocervicales. Además esta
expresión se relaciona inversamente con el grado de diferenciación.
Stubbe Teolbiaerci y col, en 1991 hacen una revisión de los hallazgos
más destacados en relación con la distribución de los antígenos de grupo
sanguíneo en cervix y endometrio uterino. Advierten que los resultados
conocidos demuestran que se produce una glicosilación en las áreas metaplási-
cas en las zonas de transformación diferente a la del epitelio normal pavimento-
so. Así, por ejemplo, las células escamosas en la metaplasia inmadura expresan
los antígenos histo-sanguineos a nivel del citoplasma pero no en la membrana
a diferencia de la metaplasia madura donde la expresión si se manifiesta en
membrana -
Estos autores citando a Fuchs (1988) apuntan la posible implicación que
este fenómeno puede tener haciendo notar que la superficie carbohidratada de
la célula es importante para la adhesión de microorganismos, los cambios
manifestados a nivel de esta superficie podrían influir en la adhesión y/o
penetración viral, siendo esta una de las razones por las que las células
metaplásicas podrían ser más susceptibles a la infección viral.
* Stubbe Teglbjaerg C., Ravn y., Mandel U.. Dabeisteen E. Distribution of histo-blood group
antigens in cervical ami uterine endometr¡um. AMPIS SuppL 1991, 23:100-106.
* Fuchs P.G., G¡rard¡ F.. Pfister FI. Human papilloma virus DNA in norma¿ metaplastic, preneoplastic
andneoplastic ep/the/ia of the cciv/x uteri. mt J cancer 1988, 41 :41-51
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Oaawa y col, en 1992 confirman que se produce una expresión más
intensa de los antígenos sialil-Tn y CEA en los carcinomas cervicales que en su
contrapartida en el epitelio normal. Además, observan un patrón de expresión
diferente para los antígenos sialil-Tn y Le~ entre las lesiones primarias, donde
se expresa a nivel de los nidos tumorales en una localización central, y las
lesiones metastásicas, donde su expresión es periférica.
* Ogawas H.. Inoue M., Tanizawa O., Miyamoto M.. Sakura¡ M. Altered expression of sialyl-Ty.
Lewis antigens and carcinoembryonic ant/gen between primar,’ and metastat/c lesions of uter/ne
cervical cancers. l-iistochemistry 1992, 97:311-317.
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1.4.- OBJETIVOS
En el caso de las neoplasias del tracto genital femenino consideramos,
como así también lo apuntan las referencias señaladas, que representan un
modelo óptimo y hasta el momento no suficientemente explorado, para el
estudio de las alteraciones fenotípicas en la progresión desde el epitelio normal
al neoplásico. Para ello estudiamos un total de 36 lesiones que cubrían un
espectro desde las metaplasias cervicales uterinas con y sin displasia y/o
condiloma, hasta carcinomas invasores.
Después de su fijación y procesado hemos empleado en el estudio
inmunohistoquimico, anticuerpos primarios procedentes de Ortho Diagnostic
(Cambridge. Mass.), Mabs BG1, BG2, RGS, BG5, RG6, BG? y BGS, reactivos
a precursores de los determinantes de las cadenas tipo 1, grupo A (cadenas
tipo 1 y 2), grupo B (cadenas tipo 2>, Le8 (cadena tipo 1), Leb (cadena tipo 1),
Le>’ (cadena tipo 2) y Le~ (cadena tipo 2) respectivamente.
Los hallazgos los hemos comparado con las tinciones con lectinas biotinadas
(Sigma Chem. St. Louis, MO> U/ex europeaus 1 (UFA 1>, Lotus Tetragonolobus
(LTA), Dofichus bifiorus (DBA), y Sophora Japonica (SJA>. Las especificidades
de grupo sanguíneo de dichas lectinas son como siguen:UEA 1 ~ 0(H), LTA ~
0(H), DEA ~ Al >A2, y SJA > R>A>O(H).
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La expresión de estos determinantes antigénicos de grupo histo-
sanguíneo ASO, y Lewis nos indicarán un índice de maduración-diferenciación
de cada una de las lesiones estudiadas. Este índice de maduración se corre-
lacionará con la expresión, determinada mediante inmunohistoquimica, de la
proteína supresora p53 (MoAb Novocastra> y del antígeno PCNA (Novocastra>.
Además, los hallazgos obtenidos con respecto a la presencia o ausencia de
dichos marcadores los relacionaremos finalmente con los resultados del estudio
de la amplificación de parte del intrón del gen E6 del viru HPV 16 mediante la
técnica de PCR sobre DNA extraido de los mismos tejidos sobre los que
previamente se había realizado el estudio inmunohistoquimico.
Como sumario podemos enunciar la siguiente hipótesis y objetivos de
nuestro trabajo:
* Binótesis de trabajo
:
Es conocido que se produce un complejo entre la proteina codificada por el gen
E6 del virus HPV 16 y la proteína w-p53 supresora de tumores, que determina la
abrogación de las funciones de esta tiltima””~lo cual condicionarfa, como uno de sus
efectos secundarios, el incremento de la proliferación celular evidenciable por un
aumento en la expresión de PCNÁ”83.
También hay una gran nUmero de evidencias preliminares, aunque en otras
localizaciones ya resultan concluyentes, de que a nivel de las neoplasias del cuello
uterino se produce una disminución de la expresión de los determinantes de isoantlgenos
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histo-sanguineos (ABH y Lewis>; alteraciones de la glicosilación que reflejan una menor
maduración-diferenciación con respecto al tejido normal.
De ambos fenómenos se puede extraer la hipótesis de que en cierto tipo de
lesiones preneoplásicas y en las lesiones neoplásicas invasoras del cuello uterino en las
que se puede poner en evidencia la presencia del virus HPV 16, considerado como de
“alto riesgo”, son más afines a presentar alteraciones de glicosilación a nivel de su
membrana celular.
* Ohietivos
:
(1) Estudiar los patrones de expresión de los determinantes isoantigénicos histo-
sanguíneos (ABH y Lewis) a nivel de los epitelios normales del cuello uterino,
metaplasias yen sus lesiones preneoplásicas y neoplásicas epidermoides, estableciendo
si se puede deducir algún tipo de alteración en la glicosilación a nivel de la membrana
celular que condicione una expresión diferencial a la conocida como normal para cada
caso.
(2) Estudiar la expresión de p53 y PCNA tanto en condiciones normales como en las
lesiones proliferativas seleccionadas.
(3) Estudiar la presencia del virus HPV 16 en los casos seleccionados. (Amplificación
de una región de intrón E6 del virus HPV 16).
4) Correlacionar los hallazgos de los epígrafes anteriores y confirmar o desestimar la
hipótesis establecida con anterioridad.
MATERIAL Y METODOS
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En este apartado exponemos la casuística en base a la cual hemos rea-
lizado el estudio, la forma de fijación de los tejidos, el procesado básico, las
técnicas inmunohistoquimicas con los anticuerposmonoclonales correspondien-
tes, las técnicas de demostración de las sustancias receptoras para las lee-
tinas, las características de las lectinas utilizadas, las técnicas de la reacción
en cadena de la polimerasa (PCA) con primers específicos para el Virus del
Papiloma Humano tipo 16, y los criterios de valoración de los resultados.
2.1.- SELECCION DEL MATERIAL. FIJACION Y PROCESAMIENTO BASICO.-ET
1 w
107 477 m
522 477 l
S
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Se han estudiado un total de 36 lesiones de 32 pacientes, de las que se
contaba con 30 piezas quirúrgicas (22 histerectomias totales con o sin anejos,
y 8 conizaciones), y 3 biopsias cervicales. Entre estos casos se muestreó la
siguiente relación de lesiones: 19 Metaplasias maduras, 1 metaplasias
inmaduras, 1 epitelio regenerativo; 9 lesiones intraepiteliales escamosas de
bajo grado: 8 Lesiones relacionadas con infección por HPV (6 Condilomas
planos y 2 Condilomas acuminados>, y 1 CIN 1. 16 Lesiones intraepiteliales
escamosas de alto grado: 3 CIN II y 13 CIN III. Y 10 Neoplasias invasoras (8
Carcinomas epidermoides y una neoplasia mixta: Carcinoma epidermoide
invasor y adenocarcinoma invasor>.
Los tejidos del estudio fueron remitidas al laboratorio de Anatomía
Patológica de forma inmediata después del acto quirúrgico y fueron fijados
durante 18 horas en una solución de formaldehido al 4% en solución salina de
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Ringer (formol salino). Posteriormente los fragmentos fijados se incluyeron
manualmente en parafina y fueron cortados de manera seriada en secciones de
un grosor entre 4 a 6 micras, cortes que fueron recogidos sobre portas con
poli-L-lisina.
De todas las piezas quirúrgicas se muestrearon, junto con las lesiones,
las mucosas normales tanto de exocervix como de endocerv¡x.
El grupo sanguíneo de los pacientes, determinado por métodos conven-
cionales, fué consultado en las historias clínicas y en su defecto consultado
directamente a la paciente. La distribución de grupos sanguíneos de las
pacientes y el tipo histológico tumoral se resume en la Tabla VIII.
TABLA VIII.
GRUPO
SANGUíNEO
N0 11E DE BAJO GRADO LíE DE ALTO GRADO CAl
A 18 5 8 5
AB 2 1 1 0
0 16 4 7 5
TOTALES 36 10 16 10
[lE.- Lesión intraepitelial escamosa.
CAL- carcinoma invasor.
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2.2.- DEMOSTRACION DE LOS DETERMINANTES DE GRUPO SANGUÍNEO ABO
Y LEWIS. Y DE LAS PROTEÍNAS p53 Y PCNA. MEDIANTE TECNICA
INMUNOHISTOQUIMICA
.
2.2.1 Características de los anticuerpos monoclonales utilizados
Después de la fijación y procesado de los tejidos, se emplearon en el
estudio inmunohistoquimico, para caracterizar la expresión de los determinan-
tes de grupo sanguíneo ABO y Lewis, anticuerpos primarios monoclonales
procedentes de Ortho Diagnostic (Cambridge, Mass. USA), MoAbs BG1 a BGS.
En la Tabla IX quedan desglosadas las características principales de dichos
anticuerpos utilizados. Se añaden también las características de los MoAb NC-
p53-D07 y NCL-PCNA (Novocastra Laboratories Ltd., Newcastle sobre el
Tuyne, Reino Unido>, que hemos utilizado para caracterizar la expresión de los
antígenos de p53 y PCNA.
2.2.2 Técnica de la avidina-biotina. utilizando complejo ABC con revelado
mediante DAB-HCI
Después de ser titulado cada anticuerpo se realizaron unas diluciones
1/40 para los MoAbs BOl, 603, 605, 606; y 11200 para los MoAbs 602,
604, BO? y 608; y se practicó una técnica inmunohistoquimica mediante el
método del complejo Avidina-Biotina (complejo ABC), que consta de los
siguientes pasos:
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(1) Desparafinado por inmersión sucesiva de los cortes en dos pasos de 10 minutos
cada uno, en los siguientes alcoholes: Xilol, alcohol absoluto, y alcohol de 96%.
(2) Hidratación.
(3) Bloqueo de la peroxidasa endógena mediante inmersión de los cortes en una
solución al 1% de H202 en metllico 100% durante 20 minutos.
(4) Lavado en tampón PBS (Sigma, pH 7.4), durante 4 minutos.
(5) Bloqueo mediante suero humano en una dilución 1/20 con PES, durante 20
minutos.
(6) Incubación con el anticuerpo primario especifico a 40 en nevera durante al menos
18 horas.
(7) Lavado en tampón PBS, durante 4 minutos.
(8) Incubación con el anticuerpo secundario-biotinado, anti-IgG o anti-IgM según la
especie animal en que fue producido el anticuerpo primario específico según el Kit
ABC VECTAS STAIN (Vecta Stain, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA.
USA), durante 30 minutos.
(9) Lavado en tampón PBS, durante 4 minutos.
(10) Marcado con el complejo Avidina-Biotinada durante 50 minutos según el Kit
mencionado más arrriba.
(11) Lavado en tampón PES, durante 4 minutos.
(12) Inmersión en una solución de peróxido de hidrógeno al 0.01% y de tetrahidroclo-
ruro de dianionobencidina al 0.05% en tampón PES a temperatura ambiente con
control del revelado del color bajo microscopia óptica (DAB, diaminobencidina,
solución cromógena-reveladora).
(13) Lavado en agua destilada.
(14) Ligera tinción nuclear de constrate con hematoxilina de Carazzi.
(15) Lavado, deshidratado (alcoholes y xilol), y montaje de las preparaciones en
Permount (Fisher Scientifc Conipany, Fair Lawn, NL, USA).
2.2.3 Técnica de la Fosfatasa alcalina con revelado mediante 2C1-1-Naftol
.
Después de titular los anticuerpos NCL-p53-007 y NCL-PCNA se
realizaron unas diluciones 1/100 para ambos MoAbs, y se practicó una técnica
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inmunohistoquimica mediante el método de la fosfatasa alcalina con revelado
mediante 2C1-1-Naftol que consta de los siguientes pasos:
Los pasos (1) a (5) son similares a los descritos en el apartado 2.2.2.
(6) Incubación a temperatura ambiente con el anticuerpo primario específico.
(7) Lavado con tampón PBS, durante 4 minutos.
(S) Aplicación dc la solucLón Link (Vial prediluido de anti-inmunoglobulinas
biotinadas) según el Kit STRAVIGENTM SUPER SENSITIVE IMMUNODETEC-
TION SYSTEM (ALKALINE PHOSPHATASE) (Biogenex Laboratories, San
Ramon, CA. USA) durante 30 minutos,
(9) Lavado con tampón PBS, durante 4 minutos.
(10) Aplicación de la solución Lobel (Vial de fosfatasa alcalina marcada con
estreptavidina) según el mismo Kit más arriba mencionado.
(11) Lavado con tampón PBS, durante 4 minutos.
(12) Revelado de la fosfatasa alcalina empleando el Cromógeno FAST RED TR
(Biogenex Laboratories, San Ramon, CA. USA)
(13) Lavado en agua destilada.
(14) Ligera contratinción con 1-lematoxilina de Cacani.
(15) Procedimiento de montaje en medio acuoso con glicerina-gelatina.
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2.3.- DEMOSTRACION DE LAS SUSTANCIAS RECEPTORAS PARA LECTI-ET
1 w
106 699 m
512 699 l
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NAS BIOTINADAS. UTILIZACION DEL COMPLEJO ABC Y CON REVELADO
MEDIANTE DAB-HCI.
.
De forma complementaria con los anticuerpos monoclonales utilizados
para la determinación de los isoantígenos de grupo sanguíneo ABO, se
utilizaron cuatro lectinas biotinadas de origen vegetal procedentes de los
laboratorios Sigma Chemical Company (St. Louis, MO., USA> y Vector
Laboratories Inc. <Burlingame, CA., USA>. La lista de las lectinas con su
nombre abreviado, fuente, laboratorio procedente, y número de lote
empleado, queda reflejada en la TABLA X.
El procedimiento histoquimico de tinción por medio de las lectinas,
corresponde al descrito por McMillan y colaboradores (1984) - salvo algunas
modificaciones-, y consta de los siguientes pasos11 77:
(1) Desparafinado por inmersión sucesiva de los cortes en dos pasos de 10 minutos
cada uno en los siguientes alcoholes: Xilol, alcohol absoluto, y alcohol de 96%.
(2) Hidratación.
(3) Lavado con tampón PES (Sigma, pH 7.4), durante 4 minutos.
(4) Bloqueo de la peroxidasa endógena mediante inmersión de los cortes en una
solución al 1% de 11202 en metflico 100% durante 20 minutos.
(5) Lavado en tampón PBS (Sigma, pH 7.4), durante 4 minutos.
(6) Incubación con las lectinas biotinadas correspondientes, durante 18 horas a una
temperatura de 40 £ en nevera, siendo la concentración de las lectinas 1/SO
para UEA-I 1/100 DBA y SJA, y 1/200 LTA.
(7) Lavado en tampón PBS, durante 4 minutos.
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(8) Incubación con el complejo preforniado avidina-biotina-peroxidasa (Vecta
Stain, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA., USA), durante una hora a
temperatura ambiente.
(9) Lavado en tampón PBS, durante 4 minutos.
(10) Inmersión en una solución de peróxido de hidrógeno al 0.01% y de tetrahi
droclonno de diamonobencidina al 0.05% en tampón PES a temperatura
ambiente con control del revelado del color bajo microscopia óptica (DAB,
diaminobencidina, solución cromógena-reveladora).
(11) Lavado en agua destilada.
(12) Ligera tinción nuclear de contraste con hematoxilina de Carazzi.
(13) Lavado, deshidratado (alcoholes y xilol), y montaje de las preparaciones en
Permount (Fisher Scientific Company, Fair Lawn, NJ., USA).
TABLA X Relación de lectinas utilizadas en el estudio.
Lectina Abreviatura Laboratorio Lote Clasificación
Dasnjanov,
Ulex Eurcpaeus Agglntinin 1 UEA-I Vector 90104 Fructosa
Sophora Japonica Agglutinin SM Vector 70823 N-Ac.Gal/GaI
Dolichos B¡/Iorus DBA Sigma 1o3F~9615-1 N-Ac.Gal/GaI
Tetragonolobus purpureas LTA Sigma 26F-4022 Fructosa
2.4.- CARACTERíSTICAS DE LAS LECTINAS UTILIZADAS
.
Las lectinas utilizadas en este trabajo están seleccionadas según su
especificidad nominal, distribuyéndose de manera irregular dentro de los
cinco grupos de la clasificación más difundida50’ (Damjanov, 1987>. Esta
clasificación se divide en los siguientes apartados:
(a> Grupo D-Glucosa/D-Manosa.
(b) Grupo N-Acetil.
(c) Grupo N-Acetil D-Galactosamina/D-Galactosa.
(d) Grupo L-Fructosa.
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Las lectinas UEA-l y LTA pertenecen al grupo L-Fructosa y se
caracterizan por que dicha azúcar bloquea su actividad. La especificidad
nominal para la UEA-l es: Fucal-2 Gall3l-4 N-Ac.Glu> >Fuc<a>; y para LTA:
Fuc(a)>Fucal-2 GaIISl-4 N-Ac.Glu.
Las lectinas OEA y SJA pertenecen al grupo N-Acetll Galactosamina/-
Galactosa. El azúcar N-Ac Galactosamina bloquea dichas lectinas. La
especificidad nominal para la OBA es: N-Ac-Galal-3 N-Ac.Gal> >N-
Ac.Gal(a); y para la SJA es: N-Ac.Gal>Gai<a y Rl.
Algunas de las características especificas de cada una de las lectinas
empleados sonSo (Carretero-Albiñana, 1990):
UIex Europeaus Agglut¡nin (U.E.A.-l).-
Procede del U/ex Europaeus -aliaga, gorse seed-, y está incluida en el
grupo de especificidad para la L-Fructosa, junto con el LTA (Lotus Tetrago-
no/o/ms A j’95~641 (Goidstein y Poretz, 1986 Debray y cois. 1981).
Se trata de una lectina usada de forma común y desde antiguo. Se
utilizó inicialmente para la determinación del estado secretor de los
individuos (personas que excretan sustancias glicoproteicas en la saliva y
otros fluidos corporales que presentan una actividad antigénica similar a la
de los grupos sanguíneos del sistema ABO-l-i1, y en la actualidad en la
práctica hematológica habitual como determinante del grupo sanguíneo O
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(anti H>, o para la discriminación entre los subgrupos al, y a2, y el estado
secretor/no secretor del individuo; también se usa como técnica histoquími-
ca al tratarse de un buen marcador para las células endoteliales y los
tumores de origen vascular.
Se caracteriza por ser una glicoproteina con un peso molecular variable
entre 80.000 y 65.000, formada por dos cadenas distintas unidas por
enlaces no covalentes, y que necesita de tres átomos cálcicos y uno o dos
átomos de zinc y de manganeso por molécula. El sitio de unión con los
carbohidratos parece ser complementario de la sustancia H del grupo
sanguíneo O con un enlace ~ 1-4 (cadena tipo 2>, que está constituida por
un residuo de L-fructosa unido por un enlace a 1-2 al precursor inactivo
(fenotipo Bombay. GaIIL1 -4 N-Ac.Glual -6-> R>.
El determinante mayor de su unión es el residuo de L-Fructosa,
mostrando asimismo la lectina un cierto efecto de avidez (aumento del grado
de afinidad por un mayor número de radicales de fructosa), que está
mediatizado por una limitada accesibilidad a su sitio de unión, y que origina
frecuentemente una falta de inhibición por compuestos difucosilados;
algunos autores postulan un área hidrofóbica vecina al sitio de unión con los
carbohidratos.
Esta lectina aglutina los hematíes del grupo sanguíneo
medida los del subgrupo A2.
O y en menor
Material y Métodos.- 71
Lotus Te tragona/obus Agglut¡nin (1. T.A.) . -
Aislada del Lotus Tetragono/obus o Tetragono/obus Purpurea -
asparagus pea-, pertenece junto con el UEA-I al grupo de especificidad por
la L-Fructosa.
Se caracteriza por estar formada por una mezcla de tres glicoproteinas-
isolectinas (A, B y C) de diferente composición química, peso molecular y
número de subunidades-sitios de unión, pero de similar especificidad, que
está dirigida fundamentalmente a residuos de L-fructosa terminales y no
reductores, con un claro efecto de avidez.
Las isolectinas A y C corresponden a un 53 y 14% de los preparados
naturales, y están formados por cuatro subunidades similares de un peso
molecular aproximado de 27.800 (pesos totales aproximados de 120.000
y 117.000); la isolectina C es la de mayor afinidad por los residuos de
fructosa. La isolectina E es un dímero de un peso molecular aproximado de
58.000, y de menor afinidad por la fructosa. Todos ellos necesitan de iones
metálicos para su actividad (calcio y manganeso).
Los estudios de inhibición han sido hechos con la mezcla de las tres
isolectinas, mostrando una banda estrecha de especificidad y datos
sugestivos de un sitio de unión para los carbohidratos de pequeño tamaño
y con un área hidrofóbica vecina. La inhibición más potente a su acción se
logra con el pentafucosilado glicopéptido lll’~’ (Debray y cols., 1981), o por
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un oligosacárido con dos residuos de fructosa unidos a una cadena de tipo
2 (determinante antigénico del grupo sanguíneo Lewis~): L-Fucal-2GaIB1-
4(L-Fucal -3)N-Ac.GIuILl-6-> R’~’ <Goldstein y Poretz, 1986>, presentando
también una gran afinidad por la sustancia H del grupo sanguíneo O con
cadenas de tipo 2; esta afinidad es menor que la encontrada en el UEA-l, y
al igual que él, desaparece con las cadenas de tipo 1 <enlaces 1?. 1-3, con
diferente configuración espacial de la molécula), indicando asimismo una
accesibilidad limitada de los sitios de unión de la lectina (o un sitio de unión
de pequeño tamaño>.
Dalle/ms Biflorus AggIut¡nin. (D.B.At-
Procedente de la Do//chus Biflorus (horse gram), pertenece al grupo de
especificidad por la N-Acetil D-Galactosamina/D-Galactosa, al igual que
numerosas lectinas entre las que se encuentran: SBA <So ybean A., soja,
G/yc/ne Max/n,um), SJA (Sophora Ja,oon¡ca A.), PVA (Phaseo/us Vulgar/sA.,
kidney bean), BSA-l (Bande/raca S/rn,o//cifo/ia A-/, o Gr/fionia Simplie/fol/a A-
fl, PNA (Peanut A., cacahuete, Arachis Hypogaea>, y RCA-l (Ricinus
Communis A-!, ricino)’~. (Goldstein y Poretz, 1986).
Se trata de una glicoproteina tetramérica de un peso molecular
aproximado de 110.000, y que está formada por dos tipos de subunidades
de la misma estructura y de composición aminoácida muy parecida, con
unos pesos moleculares de 27.300 (II o a) y 27.700 (1 o rS). Algunos
métodos de purificación parecen identificar dos isolectinas distintas, A y 6
(8 12%).
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La molécula está estabilizada por uniones hidrofóbicas, y su actividad
depende exclusivamente de la mayor de las subunidades (lo (5), en cada una
de las cuales se localiza un sitio de unión para los carbohidratos, que
también precisa de iones cálcicos y metálicos (manganeso, magnesio, zinc,
y cobre) para su funcionamiento; característicamente presenta un área
hidrofóbica en su molécula, que la hace reaccionar con ligandos no
carbohidratados, entre los que destacan la adenina y compuestos relaciona-
dos, y que le permite una unión muy peculiar con los núcleos celulares de
las preparaciones histológicas. Es capaz de inducir actividad mitogénica
celular.
El monosacárido bloqueador de sus interacciones es la N-acetil
galactosamina, pareciendo ser su sitio de unión complementario a dos
residuos de N-acetil galactosamina, de enlace a 1-3 <20 veces de actividad
mayor que por el disacárido del grupo sanguíneo A con cadena precursora
de tipo 1, N-Ac.Gal a 1-3 Gal>.
Esta lectina se usa habitualmente en hematología como determinante
del subgrupo Al (afinidad 10 veces mayor que con el subgrupo A2).
Sophora Japonica Agglutin¡n <S.J.A.).-
Procede de la Sophora Japonica -Japanese pagode tree-, y está
incluida en el grupo de especificidad para la N-Acetil Galactosamina/Galacto
se95 <Goidstein y Poetz, 1986>.
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Es una lectina de caracerísticas parecidas a la SBA (Soy-Bean
Agg(ut¡nin, procedente de la Glych-,e Maximus, o sojal, ya que corresponde
a una glicoproteina tetramérica formada por dos subunidades ligeramente
distintas, unidas por fuerzas covalentes, y de peso molecular total aproxima-
do dc 132.800; cada subunidad está a su vez constituida por dos cadenas
idénticas unidas por puentes disulf uro. Necesita de iones metálicos para su
activación (calcio y magnesio o manganeso), y presenta una región
hidrofóbica vecina al sitio de unión con los carbohidratos.
La SJA presenta una gran inhibición por la N-acetil galactosamina, y
una incapacidad de discriminar ras formas anoméricas a de las rS, aunque
prefiere los oligosacáridos con residuos terminales 15 galactosilados; estudios
más complejos han mostrado una afinidad discordante, con preferencia por
el disacárido Gal 15 1-3 N-Ac. Gal en unos casos, o por N-Ac.Gal 15 1-6 Gal
en otros, lo que lis sido interpretado por algunos autores como sugestivo de
ser producido por un sitio de unión extenso con los carbohidratos y con
diferentes subsitios.
Esta lectina aglutina los hematíes de los grupos sanguíneos 1, A y 6.
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2.5.-VALORACION DE LOS RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICOS
.
Los resultados fueron evaluados en cada caso y en secciones
realizadas en material fijado en formol salino, mediante una tabulación
porcentual de las células positivas, especificando la intensidad de la reacción
y su localización (membranosa o citoplásmica; aparato de Golgi). El número
de células positivas varió desde O (ausencia de células positivas), a 100%
(todas las células positivas), mientras que la intensidad de la reacción se fijó
en una escala arbitraria variable entre O -negativa, 1 -débilmente positiva,
2 -moderadamente positiva, y 3 -intensidad ~
1990).
La tabulación realizada se desglosó sobre el epitelio exocervical
pavimentoso en sus capas basal, media y superficial; epitelio endocervical
simple; glándulas endocervicales y su moco; lesiones de metaplasias;
lesiones preneoplásicas intraepiteliales de alto grado (CIN II y CIN III) y bajo
grado (CIN 1 y lesiones asociadas a infección por HPV (koilocitosis,
disqueratosis, mitosis atípicas, imágenes de condiloma acuminado>;
carcinoma invasor y expresión de los vasos capilares - este último hallazgo
utilizado como control interno.
Cuando procedimos a tabular los hallazgos de cada caso se adoptó un
sistema de caracteres gráficos mediante el cual se reflejaba tanto la
positividad como negatividad de la tinción inmunohistoquimica, corro la
homogeneidad o heterogeneidad de la misma, la presencia células positivas
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aisladas, la tinción ciliar de las células secretoras, la tinción del moco, y la
localización de la tinción en el epitelio pavimentoso. TABLA Xl.
TABLA XI. Carac-tdres gráficos utilizados en la tabulación.
CARACTER
GRAFICO
Tinción negativa
_ Tinción ciliar
• Tinción moco
• Tinción homogénea
JL Tinción heterogénea
nr
Tinción capa más externa del epitelio
Tinción tercio superior del epitelio
=1= Tinción tercio medio del epitelio
__ Tinción suprabasal del epitelio
Tinción basal del epitelio
— unción en los tercios superior y medio
— Tinción del tercio basal y medio del epitelio
• Tinción de células ocasionales
N Tinción no testada
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2.6- PROTOCOLO DE LA TECNICA DE LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA PARA LA AMPLIFICACION DE SECUENCIAS DE HPV
.
Para la realización de la técnica de PCR se extrajo de cada uno de los
bloques de parafina de los casos estudiados, una sección entre 10 y 15 pm
de grosor, según el caso, y a continuación se procedió según el protocolo
de extracción de DNA de tejidos embebidos en parafina descrito por Shibata
(1988) (Rolfs, 1992 y Herrington, 1992) y que consta de los siguientes
1101.
(1) Se colocan las secciones realizadas en un tubo de Eppendorf de 1.5 ml.
(2) Se realiza un tratamiento con Xilol, de 500 a 1000 ¡tI según el tamaño del
tejido, para extraer la parafina que tiene que disolverse por completo.
(3) Se centriÑga a 12000 g durante 5 mm. para sedimentar el tejido.
(4) Se decanta el sobrenadante cuidadosamente con una pipeta y se repiten de
nuevo los pasos 2 y 3.
(5) Se decanta el sobrenadante y se añade al sedimento tisular un volumen similar
de alcohol absoluto.
(6) Se centrifuga a 12000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente.
(7) Se decanta el alcohol cuidadosamente con una pipeta.
(8) Se repiten los pasos 5 a 7.
(9) Se decanta y deja evaporar el etanol incubando los tubos en una estufa a 37”C
durante 10 a 15 minutos.
(10) Se resuspende el sedimento tisular en una solución 1/50 de proteinasa K
tamponada (SOmM Tris ph 8.5, lmM Edta, Tween 20 al 0.5%. Proteinasa K,
Boehrinher Mannheim) se centrifugan las muestras durante 30 segundos a
3500g y posteriormente se incuba a 500 C durante 16 horas.
(11) Se añade y/y de fenol saturado tamponado a cada muestra y se mezcla hasta
que queda una emulsión homogeneizada, y se permite la extracción durante 5
minutos.
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(12) Se centrifuga durante 1 minuto a 3500 g (o 3 mm. 12000g cix caso de usar
una microcentrífuga).
(13) Se separa la fase acuosa superior y se lleva a un tubo limpio. Se añade y/y
de una mezcla cloroformo: isoamilalcohol (24:1, y/y) y se agita vigorosamen-
te, permitiendo la extracción del fenol durante 5 minutos.
(14) Se separa la fase acuosa de la orgánica mediante una centrifugación de 3500g
de 6 minutos a temperatura ambiente.
(15) Se transfiere la fase acuosa superior a un tubo limpio de Eppendorf 1.5 ml
y se repite la extracción con cloroformo:isoamilalcohol una o dos veces (hasta
que quede limpia la interfase).
(16) Se añaden SOgí de CIH a 5 M por cada mililitro de volumen de fase acuosa
y etanol absoluto 2vol/1, y se mezcla bien. El DNA debe precipitar pronto.
(17) Se incuba durante 16 horas a ~20oC.
(18) Se centrifuga el DNA a 3500 g durante 20 mm.
(19) Se retira con cuidado el sobrenadante y se deseca el precipitado de DNA en
una estufa a 370 C o temperatura ambiente.
(23) Se resuspende el DNA en TE buifer con un volumen de IGOgí. (Tris lmM,
Edta 0,1 mM)
Una vez extraido el DNA se procede según el método descrito más
adelante de la reacción en cadena de la polimerasa empleando un termoci-
dador (Perkin-Elmer Cetus lnstruments, Techne). Previamente se realiza una
mezcla de reactivos (Masterm¡x PCA> para 22 reacciones que llegue a un
volumen final de 50plltubo, en el siguiente orden:
1.- dNTPs 1 lOpí <Epl/r> (Perkin-Elmer Hispania, # 808-0007).
2.- Buffer de reacción 110111 (Perkin-Elmer Hispania, # 808-0010;
100 mM Tris-HCI, pH 8.3, 500 mM KCI) y 110111 de 25 mM MgCI2, a
temperatura ambiente. (5p1/r de ambos).
3.- H20 bidestilada 561p1 (25.5p1/r).
4.- Primer Hl 44p1 (2p1/r).
Primer H2 44p1 (2pllr).
5.- Taq DNA polimerasa 1 lpl (Perkin-Elmer Hispania, # 801-0060>
(0.Ep/l reacción).
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La solución obtenida se mezcla bien y se realizan alicuotas de 43p1/tu-
bo en tubos de reacción preenfriados a las que se añaden a cada uno 5p1 de
cada muestra respectiva <homogeneizada a 0.1 pg¡pl de concentración de
DNA) y se cubren con 40pl de aceite mineral (Sigma #M-5904). Seguida-
mente se coloca en el termociclador.
El programa deltermociclador se estableció como sigue: (a) Desnatura-
lización inicial de 10 minutos a 950C; (b> 35 ciclos de: (i> paso de desnatu-
ralización a 9500 durante 45 segundos, (u> paso de anneal¡ng de 45
segundos a 550C, y (iii) paso de extensión a 720C durante 50 segundos; y
(c) paso final detenido a 40C.
Una parte del producto del DNA amplificado (2Opl) se separó mediante
electroforesis en gel de agarosa y otra parte (30p1) se analizó mediante dot
blott/ng siguiendo un ensayo enzimático de digoxigenina- 11 -dUPT (DIG DNA
Labe//ng and Detection K/t nonrad/active. Boebringer Mannhe/m, II 1363
514> utilizando como sonda la que se reseña en el apartado 2.7.
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2.7.- CARACTERíSTICAS DE LOS PRIMERS UTILIZADOS
.
De las secuencias de las regiones E6 del virus HPV 16250.33 <Seedorf,
1985; Cole, 1987), y siguiendo los trabajos de Shibata”~’ <1988>, se eligieron
los pr/n-,ers de 20 nuclcótidos de longitud que figuran en la TABLA XII. Sus
secuencias específicas se sintetizaron en un sintetizador de DNA <modelo 380;
Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA; llevada a cabo en el Centro de
Biología Molecular dependiente del Consejo Superior de Investigaciones
Científicas de la UAM).
TABLA xíi Relación de primers y sondas utilizados en el ensayo molecular.
Subtipo de HPV Secuencia del primer <5’-3’> P. PCR
Human papillomavirus 18
Intrún ES
1-li; ATT AGT GAG TAT AGA CAT TA
H2; GGC TTT TGA CAG TTA ATA CA
109 bp
u
En la TABLA XIII de la siguiente página figuran las secuencias completas
del gen E6 de los virus HPV 16 y 18, indicando en negrita la región donde se
localizan los pr/mers positivos, y subrayadas las regiones de la secuencia
complementaria e invertida de los pr/mers negativos. Estas dos regiones
delimitan parte del producto amplificado por la PCR específio para la sonda que
utilizamos en el ensayo de hibridación <doble subrayado).
La temperatura de annellng para las secuencias de primers empleadas se
calculó según la fórmula: 40Cx(G + C) + 20Cx(A + T)-3, resultando una tempera-
tura de annel¡ng 510C+ 40C cuando empleamos los oligonucleótidos H1-H2.
La región amplificada incluía parte de un intrón del gen E6 específica de
los virus HPV 16 y 18, ausente en los virus HPV 6 y 11.
HPV-l 8 ES pl.- ATGGAACAACATTAGAACAGCAATACAACAAACCGTTGTGL
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TABLA XIII. SECUENCIAS DEL GEN ES DE LOS VIRUS HPV 16 Y 18.
HPV—18<E6) 5TART 87; 19AT0 105
579 STOP SIZE 474bp; aa 19191dT
aa (5’—3’>
MARFE AATAOTATGGOG
DPTR cGOTTTGAGCAT
ccAAcAcGGccA
OccTAI7ZAAGcTA
cXTGATOTGTGc
NTSL AOGGAAOTGAAC
AOTTcAOTOOAA
GACATAGAAATA
ACCTGTGTATAT
TGcAACAOAGTA
TTGCAAcTTAOA
GAGCTATTTCAA
TTTCOATTTAAA
GATTTATTTCTG
GTGTATAGACAc
AGTATACCOOAT
GOTGcATGcOAT
AAATGTATAGTA
T’rTTATTOTAGA
ATTAUACAATTA
AGAcATTATTOA
GAcTOTOTGTAT
OGAGACAOATTC
eAAAAAcTAAOT
AAOAOTGGGTTA
TAOAATTTATTA
ATAAGGTCCcTG
cGGTCCOACA.AA
cCGTTGAATOOA
GCACAAAAACTT
AGAOAOOTTAAT
GAAAAAOGAOOA
TTTcAcAAOATA
OCTCGGOAOTAT
DPQE OATTTTATGOAO
RPRK OAAAACAGAAOT
LPQL GOAATCTTTCAG
OTEL GAOcOAOAGCAG
QTTI ccAcccpOAAAG
EDIl TTAOOAOAGTTA
LEcV TGOAcACAGOTG
YOKQ
QLLR
REVY
DFAF
ROLO
IVYR
DGNP
YAyO
DROL
RFYS
RISE
YRHY
OYSL
YOTT
LEQQ
YNKP
(328)
(347)
(418)
(437)
LOOr
LIRC
INOQ
PEER
QREL
DKKQ
RFEN
1ROR
WTGR
cMs c
ORS 5
?TRR
ETQL
AGAGGOOAGTGO
OATTOGTOOTGO
AACOGAGOAID OA
OAGOAAOGAOTO
OAAOGAOCOAOA
OAAA OAAOTATA
OATOATATAATA
TTAGAATCTGTC
TAcTCOAACOAA
OAGTTAOTCcGA
cCTOAOGTATAT
GAOTTTGOTTTT
OGGOATTTATGO
ATACTATATAGA
CATGGGAATOOA
TATGcTGTATGT
GATAAATGTTTA
AAGTTTTATTOT
AAAATTAGTGAO
TATAGACATTAT
TGTTATAGTTGT
TATGGAAOAAOA
TTAGAAOAGOAA
TAOAAOAAAOGT
TTGTGTGATTTG
TTAATTACGTGT
ATTAACTGTCAA
AAGCCAOTGTGT
OOTGAAGAAAAG
OAAAGAOAT OTO
GAOAAAAAGCAA
AGATTOOATAAT
ATAAGGGGT CGO
TOGAccGGTOGA
TGTATGTCTTGT
OAAAOACAACTA
RPYK
LPDL
CTEL
HPV-16<E6) 5TART 65; 12ATG 83
556 STOP
aa (5’—3’)
QDIE
JITcv
YCKT
VLEL
TEVF
EEAF
KDLF
VVYR
nSIp
HAAC
ERO 1
IJFYS
Y5RI
RELR
REY 5
D5VY
GDTL
EKLT
NTCL
YNLL
flor
ROQR
PLNP
AERL
RHLN
ERRR
FENI
AOEY
ROQO
NRAR
QERL
QRRR
ETQV
(320>
(339>
<410>
<429>
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2.7.- CARACTERíSTICAS CLíNICAS DE LA MUESTRA DEL ESTUDIO
.
La muestra del estudio incluyó 36 lesiones de 32 pacientes que podemos
dividir en tres grupos:
* Grupo <a).- 17 Neoplasias intraepiteliales cervicales (13 CIN III, 3 CIN II y 1
CIN II. Edad media: Zx/n= 38.88, desviación estándar de la población de
datos: xan = 6.06, desviación estándar de la muestra de datos: xun1 =
8.31 11721
* Grupo (bL- 8 Lesiones con cambios morfológicos relacionados con infección
por HPV. Dentro de estas lesiones se incluyó la recidiva de un condiloma de
una paciente de 23 años seropositiva para HIV a los cinco meses de la primera
biopsia. Edad media: Xx/n = 29.75, desviación estándar de la población de
datos: xan = 8.27, desviación estándar de la muestra de datos: xun1 = 8.8.
* Grupo (i>.- 10 Carcinomas invasores <4 Carcinomas epidermoides de células
grandes queratinizante, y 5 de células grandes no queratinizantes. Además en
uno de los casos concurría un adenocarcinoma invasor). Edad media: Xx/n=
38.4, desviación estándar de la población de datos: xan= 6.78, desviación
estándar de la muestra de datos: xurí1 = 7.19.
Entre estas pacientes se produjeron tres ex/tus, dos en los grupos (a) y
(b) <que coincidían con pacientes seropositivas para HIV de 23 y 45 años), y
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otra de 43 años en el grupo (i> al año de ser intervenida quirúrgicamente.
En relación con las observaciones hechas en otros países en los que se
refieren un incremento de la prevalencia de lesiones cervico-vaginales en
pacientes adolescentes118-48’65-771> en nuestra muestra hay 4 de 32 <12.5%>
pacientes que tienen menos de 26 años. Vos de los carcinomas invasores co-
rrespondieron a pacientes de 28 y 29 años.
Se realizó una búsqueda de los estudios de citología practicados en esta
población de casos, previos y posteriores a su diagnóstico definitivo. 7 de 9
pacientes del Grupo (i) tenían antecedentes citológicos: 4 positivos (57%> y 3
negativos <42.85%). Después del tratamiento quirúrgico constaron 5 de 9
pacientes con seguimientos citológicos todos ellos con resultados negativos.
En el grupo <a>, en 11 de 17 pacientes Encontramos antecedentes
citológicos previos al diagnóstico definitivo: 4 positivos <36.36> y 7 negativos
(63.63%). Después del tratamiento quirúrgico también 11 de las 17 pacientes
tenían en archivo seguimientos citológicos, y en ninguno de estos seguimientos
se encontró citología positiva alguna.
En 2 de las 32 pacientes se encontraron positividades serológicas que
evidenciaban infecciones por el virus de la hepatitis C, una de ellas con
hepatitis crónica grado 1 que coincidía con un carcinoma epidermoide invasor
estadio T2NOMO. A la otra paciente se le había practicado una conización por
Displasia Leve y cambios morfológicos compatibles con infección por HPV.
RESULTADOS
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En este capítulo exponemos detalladamente los resultados de los
estudios inmunohistoqui’micos realizados con los anticuerpos monoclonales y
lectinas según las técnicas previamente descritas sobre el material quirúrgico
recogido. Además, sobre los mismos casos, se aportan los resultados
obtenidos de la amplificación del gen E6 del virus HPV 16 siguiendo la técnica
de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR).
Con objeto de facilitar la exposición y el posterior análisis de los
hallazgos, hemos dividido este capítulo en varios apartados, según los
resultados de la expresión de cada uno de ¡os estudios realizados: Expresión
de los isoantígenos determinantes de grupos sanguíneos ARH y Lewis,
expresión de las proteinas p53 y PCNA, expresión de ¡os receptores de
lectinas, y amplificación de parte del intrón E6 del virus HPV 16.
En cada apartado seguiremos el mismo orden de exposición de hallazgos
en las siguientes localizaciones histológicas y tipos de lesiones: Mucosas
normales exc y endocervicales, áreas de metaplasias, lesiones relacionadas con
la infección por HPV (condilomas planos y acuminados), lesiones intraepiteliales
escamosas de bajo grado y de alto grado, y neoplasias invasoras del cuello
uterino.
Como también mencionamos con anterioridad, la valoración de los
resultados se ha hecho evaluando para cada MoAb su expresión o falta de
expresión considerando la localización de la tinción simbolizada según los
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caracteres gráficos de la página 76. En el caso de la expresión de las proteínas
p53 y PeNA, además, se ha seguido un método de valoración porcentual.
Nos hemos encontrado con cierta dificultad a la hora de estudiar la
expresión de la totalidad de los determinantes antigénicos propuestos sobre las
mismas estructuras tisulares de cada paciente, dado que tal número de cortes
nos ocasionó en algunos casos que se agotara el tejido en las localizaciones
precisas que hubieramos deseado que se conservaran. No obstante, obviando
este inconveniente, podemos considerar suficientemente aceptable el muestreo
realizado para cada tipo de lesión.
3.1.- EXPRESION DE LOS DETERMINANTES ISOANTIGENICOS DE GRUPO
SANGUíNEO ABH.-ET
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Con los anticuerpos BG1, BG2, 6G3 y 6G4 y siguiendo un ensayo
inmunohistoquimico según la técnica de la avidina-biotina, hemos establecido
la expresión de los determinantes antigénicos de grupo sanguíneo ABH en la
muestra de los casos seleccionados (BG1 .- precursor cadena tipo 1; BG2.-
Grupo sanguíneo A cadenas tipo 1 y 2; BG3.- Grupo sanguíneo 8 cadena tipo
2; y BG4.- Hl>.
La calidad de los las tinciones obtenidas fue, en general, buena. Los
cuatro antígenos se expresaron, con una tinción de fondo baja, en la membrana
citoplasmética en el caso del epitelio pavimentoso, y en el citoplésma/moco de
las luces pseudoglandulares, en el caso del epitelio simple.
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Como control interno hemos considerado la expresión antigénica a nivel
del endotelio de los capilares, habiendo observado una completa concordancia
entre dicha expresión y el grupo sanguíneo que ya conocíamos con anteriori-
dad.
Como era de esperar, y dadas las variaciones de expresión de grupo
sanguíneo según el fenotipo de cada individuo, obtuvimos unos resultados
polimorfos. Por este motivo reordenamos los casos según fueran de grupo A,
AB, o O. Aún dentro de este reordenamiento comprobamos variaciones
individuales en cuanto a la expresión a nivel del epitelio y moco, en correspon-
dencia con su estado secretor o no.
En las distintas TABLAS 1(Á)’ 11Á> y 111A} del Apéndice se exponen
pormenorizadamente para cada caso la totalidad los hallazgos de la expresión
de los antígenos Ti-CH, A, E, y H-i según los casos de la muestra del estudio:
Lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado, lesiones intraepiteliales
escamosas de alto grado, y carcinomas invasores.
3.1 .1 Antígenos ABH en la mucosa normal exocervical.
El estudio de la expresión de los determinantes antigénicos de grupo
sanguine4o ARH en el epitelio pavimentoso de la mucosa exocervical nos puso
en evidencia una falta de expresión de cadenas prescursoras Ti-CH, habiéndo-
se observado únicamente focos de expresiones ocasionales en 2 de 35 casos
(5.7%). También resultó característico que la capa de células localizadas a
nivel basal> consituida generalmente por una única hilera de células, se
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mostrara ausente en su expresión para los cuatro anticuerpos estudiados
mediante inmunohistoquimica.
20 de 35 casos <57%> presentaron expresiones positivas de grupa
sanguínea A coincidiendo con la mayoría de los grupos sanguíneos conocidos,
con la salvedad de dos casos, uno de una paciente con carcinoma epidermoide
invasor de grupo O (endotelio negativo para BG2 y BG3) y otra paciente con
LE-BG de grupo sanguíneo AB que además de expresar su grupo a nivel de
endotelio y mucosas también expresaba grupo A.
De forma general, la expresión de grupo sanguíneo A era del tipo de
membrana citoplásmica, y se localizaba en el tercio medio del epitelio -su-
prabasal- (16/20-80%-) adoptando un patrón en “panal”. En los mejores casos
se apreciaba, a mayor aumento, que esta expresión se correspondía con las
uniones desmosómicas intercelulares. En un caso de una paciente de grupo A
la expresión de este antígeno resulté ocasional y en tres se extendía al tercio
superior.
10 de 36<27.7%) casos estudiados expresaron grupo sanguíneoS, 2 de
ellos en coincidencia con su expresión a nivel de endotelio y con los grupos
sanguíneos conocidos con anterioridad. Estos casos tenían un patrón de expre-
sión similiar al observado en el grupo A.
En dos pacientes de grupo A y en tres paciente de grupo O observamos
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expresiones de grupo B entre intensas y débiles <2 siguiendo el mismo patrón,
1 con tinción suprabasal, 1 con tinción heterogénea, 1 con tinción en los
tercios medio y superior). Otros dos casos de LE-BG <condilomas acuminados
de un mismo paciente GS 0> mostraron expresión de grupo 6 dudosa, al quedar
limitada a la capa más superficial del epitelio.
En cuanto al antígeno Hl a nivel del epitelio pavimentoso, observamos
pocos casos que lo expresaran (6/35-11.1%), con patrones de tinción diferen-
tes < 2 ocasionales, 3 en el tercio superior, y uno suprabasal>.
3.1 .2 Antígenos ABH en la mucosa normal endocervical.
En el caso del epitelio simple de la mucosa endocervical observamos la
misma ausencia de expresion de cadenas precursoras que la observada a nivel
del epitelio pavimentoso, con 2 positividades de 27 (7.4%) <en un caso una
expresión heterogénea, y en el otro con expresión ocasional a nivel ciliar).
Resultó característica la expresión de cadenas precursoras en los cilios
de algunas células de las estructuras pseudoglandulares endocervicales (16 de
30 casos -53.3%->, predominando en los pacientes de grupo A (12/16-75%-)
frente a 5 de 11 pacientes de grupo 0 (45.4%) que presentaban positividades
más ocasionales.
15 de 29 casos (53.5%) mostraron una expresión citoplásmica de grupo
sanguíneo A a nivel del epitelio simple pseudoglandular y en su mayoría
también en la secreción de moco intraluminal (10 de estos casos>. Esta
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expresión coincidió en 12 casos <12/28-42.8%-) con expresión positiva a nivel
del epitelio simple de la mucosa endocervical. De forma mayoritaria todas las
expresiones positivas del epitelio pseudoglandular correspondían a pacientes
con fenotipo A, incluida la paciente del grupo AB entre los casos de las
lesiones de bajo grado (su epitelio pavimentoso exocervical también expresaba
este antígeno).
La expresión de grupo E a nivel de esta mucosa tan sólo se observó en
las dos lesiones que correspondían a la pacientes de AB, habiendo resultando
negativo en el resto de los casos <2/29 -6.8%-).
En cuanto a H-1, observamos expresiones positivas a nivel pseudo-
glandular en 12 de 31 casos -38.7%- (6 del grupo A y 6 del grupo 0). 10 de
estas expresiones positivas se localizaron a nivel ciliar coincidiendo todas con
las expresiones positivas de cadenas precursoras a nivel ciliar.
Tan sólo dos casos de 30 (6.6%) resultaron positivos para H-1 a nivel del
epitelio simple endocervical, uno con una tinción heterogénea, y otro a nivel
ciliar.
3.1.3 Antígenos ABH en las áreas de metaplasias.
Entre los casos estudiados identificamos 20 campos de metap~asia (entre
estos 18 metaplasia maduras -pseudoerosiones o eversiones reepitelizadas- una
metaplasia atípica/epitelio regenerativo, y una metaplasia inmadura>.
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El estudio de la expresión de los determinantes antigénicos de grupo
sanguíneo ABH en estas zonas de metaplasia nos puso en evidencia una falta
de expresión de cadenas precursoras Ti-CH, habiéndose observado únicamen-
te focos de expresiones heterogéneas en 3 de 20 casos (15%>.
12 de 20 casos (60%> presentaron expresiones positivas de grupo
sanguínea A coincidiendo la mayoría con los grupos sanguíneos conocidos.
De forma general, la expresión de grupo sanguíneo A a nivel de las
metaplasias maduras seguían el mismo patrón que el epitelio pavimentoso
(ocho expresión en el tercio medio, dos expresiones heterogéneas, una
expresiones en los tercios medio y superior, y una expresión ocasional en
coincidencia con falta de expresión a nivel glandular y moco).
6 de 19 casos estudiados <31.5%) expresaron grupa sanguíneo B. Tres
de estos casos eran del grupo 0, uno de grupo AB y dos de grupo A. Tres
casos seguían un patrón de expresión a nivel del tercio medio del epitelio. Dos
casos (uno de grupo Ay otro de grupo O> mostraron expresiones heterogéneas
de grupo B únicamente a nivel de la zona de metaplasia, con ausencia de
expresión de este mismo determinante antigénico a nivel del resto de epitelios.
En cuanto al antígeno Hl en los epitelios metaplásicos, observamos
pocos casos que ¡o expresaran (4/20 -20%-). Dos de estos casos mostraron
expresiones heterogéneas que coincidieron con expresiones de cadena
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precursora Ti-CH siguiendo el mismo tipo de patrón. Otros dos casos
mostraron expresiones ocasionales de este determinante antigénico.
3.1.4 Antígenos ABH en las lesiones relacionadas con la infección HPV (condilomas).
y lesiones intraepiteliales escamosas do bajo grado (LIE-BGL
A grandes rasgos podemos decir que no hemos observado diferencias
destacadas entre los patrones de expresión de la mucosa exocervical en
comparación con las lesiones escamosas de bajo grado.
Tanto las cadenas precursoras Ti-CH, como Hl se mostraron de forma
general ausentes en su expresión en coinicidenica con la ausencia de expresión
a nivel del epitelio pavimentoso. Tan sólo en un caso del grupo A se vieron
campos de expresión ocasionales del determinante antigónico H-1, que no se
había visto en el epitelio pavimentoso.
Los determinantes antigénicos de grupo A y 6, cuando se expresaron a
nivel de las lesiones epiteliales escamosas de bajo grado, coincidieron con el
grupo sanguíneo y el tipo de expresión de este determinante en cada paciente
a nivel del resto del epitelio.
4 y 6 de 9 casos (44.4%) entre las LIE-BG mostraron expresiones
antigénicas de grupo A y B respectivamente. Seis de estos coincidían con el
tipo de expresión visto en el epitelio pavimentoso originario.
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3.1.5 Antígenos ABH en las lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (LíE-AOl.
Resultaron en menor número los casos que expresaron el determinante
antigénico de cadenas precursoras Ti-CH (2/16 casos -12.5%-> que los que
expresan el determinante H-1 (5/16 casos -31 %-> entre las lesiones escamosas
de alto grado.
La expresión del determinante antigénico ¡-<-1 en las LIE-AG resultó
preferente en ¡os casos de los paciente de grupo 0 <4/7 grupo 0; 1/8 grupo A)
presentándose en campos aislados focales <expresiones ocasionales>.
En uno de los paciente de grupo A (n05) observamos claros campos de
expresión de cadenas precursoras Ti-CH a nivel de los nidos de LE-AG con un
patrón heterogéno y expresiones focales que comprometían el 2% de la lesión.
Para el determinante antigénico de grupo A apreciamos cambios signifi-
cativos entre la expresión a nivel del epitelio normal y de las lesiones de alto
grado. Todos los casos con fenotipo A expresaron este derminante en sus
lesiones de alto grado pero con una tendencia destacada a presentar patrones
heterogéneos, perdiéndose el patrón característico de membrana con forma en
“panal”. En 5 de 9 casos positivos (55.5%) con BG2 se observaron pérdidas
focales de expresión antigénica a nivel de las lesiones escamosas de alto
grado, algunas mostrando claros cortes bruscos de pérdida de expresión sin
tránsito gradual con los campos de expresión positiva. En otros campos, se
entremezclaban células positivas con negativas. Generalmente apreciamos que
a medida que aumenta la masa de tejido neoplásico es más fácil observar
alteraciones en la expresión del determiante antigénico de grupo A.
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Para el determinante antigénico de grupo 9 (Ac BG3) observamos 4
casos que expresan este tipo de Ag (4/16 -25%-). Tres de estos mostraron un
patrón heterogéneo <das en pacientes de grupo 0, uno en un paciente de grupo
AB>. El cuarto expresaba el antígeno de grupo B en los tercios medio y superior
de la lesión. Estos cuatro casos expresaban también el mismo determinante
antigénico a nivel del epitelio pavimentoso, por lo que no pueden considerarse
como expresiones aberrantes exclusivas a nivel de la lesión.
Dos de los casos con expresión heterogénea de grupo R a nivel de la
lesión de alto grado presentaban también pérdidas focales de expresión
enfrentadas con campos de expresión clara.
3.1 .6 Antígenos ABH en los carcinomas epidermoides invasores del cuello uterino.
2 de las 10 (20%) neoplasias invasoras estudiadas expresaron cadenas
precursoras Ti -CH y estructura sin ramificar H-1 respectivamente. <Expresión
focal ocasional de EGí en un Carcinoma Epidermoide de un paciente de grupo
0; y expresión ocasional superficial en un adenocarcinoma de un paciente de
grupo A).
Comparando los hallazgos de las neoplasias invasoras con los de las
lesiones escamosas de alto grado, tenemos que los pacientes de grupo A con
carcinomas invasores muestran con más frecuencia ausencia de expresión de
este determinante antigénico (4/5 -80%-). Tan sólo la paciente en la que
concurrían un adenocarcinoma y un carcinoma epidermoide, este último
presentaba un patrón de expresión de grupo A heterogénea. Del mismo modo,
3 de 5 <60%> pacientes de grupo A y 2 de 5 pacientes del grupo 0 <40%),
Res~sItados -96
presentaron expresiones aberrantes de grupo 8 a nivel tumoral <si bien tres
de carácter débil, y uno -el adenocarcinoma- con tincián dudosa>.
En cuanto a las cinco pacientes de grupo O, una expresaba el determi-
nante antigénico de grupo A a nivel del epitelio pavimentoso < en su tercio
medio>, y dos en sus neoplasia invasoras <una superficialmente y otra de forma
heterogénea débil con focos negativos>. La expresión de grupo A en estas dos
pacientes a nivel endotelial fue negativa.
En la TABLA XIV se resumen los resultados expuestos hasta el momento
en cuanto a la expresión de los determinantes antigénicos de grupo sanguíneo
ABH en las mucosas endo y exocervical y en las distintas lesiones selecciona-
das. En la página siguiente se muestran también estos resultados de forma
gráfica y porcentual sobre el eje de ordenadas. En el eje de abscisas se
distribuyen las distintas observaciones sobre E.- Epitelio pavimentoso
exocervical, 5.- Epitelio simple endocervical, G.- Epitelio de ¡as estructuras
pseudoglandulares endocervicales, M.- Areas de metaplasia, B.- Lesiones
intraepiteliales escamosas de bajo grado, A.- Lesiones intraepiteliales
escamosas de alto grado, 1.- Carcinomas invasores. Según vemos en dichas
curvas, podemos apreciar cómo a medida que se progresa en las lesiones se
produce una disminución paralela en la expresión tanto de los antígenos de
grupo A como de grupo H, e incremento ligero de las cadenas precursoras Ti-
CH.
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TABLA XIV. RESUMEN DE RESULTADOS DE LA EXPAESION DE LOS
ANTíGENOS Ti-CH, A, B, Y H-1
Ti-CH A B H
Epitelio Simple 2/27 11/28 • 2/29 • 2/30
Epitelio Pseudoglandular 16/30 — 15/29 •U 2/29 3 12/31 —
Epitelio Pavimentoso 2/35 • 20/35 ~ 10/36 ~ 6/35 •
Area de Metaplasia 3/20 4 12/20 ~ 6/19 =~= 4/20 e
LIE-BG 0/10 4/9 6/9 #h 1/9
LIE-AG 2/16 • 9/16 4< 4/16 #< 4/16 e
Carcinomas Invasores 1/10 • 3/1 0 4 5/1 0 ~ 1/1 0 •
• Tinción homogénea, ~- Tinción Heterogénea, ~- T. tercio medio del epitelio,
e.- T. ocasional, .- T. ciliar, • .- T. del moco, <.- Disminición de la expresión
y campos negativos, d.- Tinción débil.
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3.2.- EXPRESION DE LOS ANTÍGENOS DE GRUPO SANGUíNEO LEWIS
.
Mediante el empleo de los anticuerpos monoclonales BG5, BG6, BG7,
6GB, establecimos la expresión de los determinantes antigénicos de grupo
sanguíneo Lewis <BG5.- Le~ cadena tipo 1; BG6.- Leb cadena tipo 1; 6G7.- Le’
cadena tipo 2; BG8.- Le~ cadena tipo 2) en los casos seleccionados para el
estudio.
La calidad de las tinciones obtenidas con estos anticuerpos fue, en su
mayor parte, buena. La expresión de cada uno de los cuatro antígenos, al igual
que lo ocurrido con la expresión de grupo sanguíneo ABH, fue de membrana
en el caso del epitelio pavimentoso, y citoplásmica/nioco de las luces pseudo-
glandulares en el caso del epitelio simple. La tinción de fondo fue baja o
a use ¡ite.
Conjuntamente con la determinación de las distintas expresiones
antigénicas a nivel de los epitelios y lesiones, se evaluó la expresión de cada
uno de los antígenos en el endotelio de los capilares del estroma.
En comparación con los resultados obtenidos con los anticuerpos
determinantes de grupo ABH, los resultados para la expresión de los antígenos
de grupo Lewis mostraron un menor polimorfismo. Re-evaluando los casos de
la muestra según su carácter secretor y la expresión de los determinantes
antigénicos Le, y Leb, observamos que en esta población había 15 pacientes
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pertenecientes al Grupo 1 <41.6%> <Secretores ABH +, Lewis a,b +); 13
pacientes del Grupo II (36.1%> (No secretores ABH -‘ Lewis a,b +); 2
pacientes del Grupo III <5.5%) (Secretores ABH +, Le a,b -); y 6 pacientes del
Grupo IV (16.6%> (No secretores ABI-I -, Lewis a,b ->.
En las TABLAS l~A), V<~,,VI(A) del Apéndice, exponemos de forma
pormenorizada la totalidad de los hallazgos de la expresión de los antígenos
Lea, Leb, Le’, y Lev, según los casos de la muestra del estudio: Lesiones
intraepiteliales escamosas de bajo y alto grado, y carcinomas invasores.
3.2.1 Antígenos Lewis en la mucosa normal exocervical.
De forma general> podemos decir que hemos observado en el epitelio
pavirnentoso de la mucosa exocervical, una expresión que comprometía mayor
extensión del grosor de dicho epitelio en el caso de los determinantes
anttgénicos de grupo Lewis en comparación con [a expresión de grupo ABH.
Tendiendo a expresarse desde la capa suprabasal hasta las capas externas más
superficiales (tinción suprabasal, tercio medio y superior del epitelio>.
El antígeno Let se expresó en 20 de 33 casos testados (60.6%>. 12 con
expresiones extensas que comprometían la capa suprabasal hasta la capa mas
superficial del epitelio pavimentoso. En el resto de los casos dominaba una
expresion del tercio medio-suprabasal (5 casos>.
bEl antígeno Le , se expresaba en 27 de 35 casos <77%).
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Apreciamos que la forma de expresión más frecuente resultaba comprometer
casi la totalidad del epitelio con la salvedad de la capa basal (Tinción tercio
medio y superior 15/27>. El resto de los casos mostraban una tendencia de
expresión por encima del tercio medio del epitelio, advirtiéndose expresiones
más extensas en concordancia con la expresión a nivel del epitelio simple y
moco.
26 de 35 (74%> casos expresaron Le5, expresión que también tendía a
localizarse en los tercios superiores del epitelio, pero que en general no
coincidían con la expresión de los antígenos Lea y Leb. Dos casos de¡ grupo de
las LE-AG mostraron expresiones focales de este antígeno.
E¡ antígeno Le~ fue el que más se expresó en la muestra de nuestro
estudio con 29 casos de 35 <82.8%). 20 de estos casos positivos con
expresiones positivas desde la capa suprabasal hasta la más superficial.
3.2.2 Antígenos Lewis en la mucosa normal endocervícal.
Donde se pudieron identificar las estructuras pseudoglandulares, el
antígeno Lea en la mucosa endocervical se expresó en 19 de 27 casos <70%)
y en 17 de 23 casos (73.9%> donde se encontró epitelio simple. El tipo de
expresión en estos casos fue citoplásmica, y en la mayoría de los casos
coincidían las expresiones de los dos tipos de células cúbicas, además de
expresarse en moco de la luz de las pseudoglándulas. En un caso observamos
expresiones claras a nivel ciliar. 15 de 19 casos positivos para Lea eran
fenotipo Le (a±b±)-78.9%-.
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22 de 29 casos (75.8%> mostraron expresión del antígeno Le” en el
epitelio pseudoglandular -generalmente también en el moco de las luces-, y 18
de 27 casos -66.6%- fueron positivos en el epitelio simple endocervical. La
totalidad de estos últimos mostraron expresiones coincidentes con las expre-
siones a nivel del epitelio pseudoglandular. En 3 casos se observó expresión en
las estructuras ciliares, dos de estos coincidiendo con expresiones heterogé-
neas del epitelio glandular. Ninguno de estos tres casos presentaban expresión
de Le” en el moco de las luces ni en el epitelio simple.
La expresión del antígeno Le’ en el epitelio endocervical tenía más
tendencia a mostrarse de forma heterogénea que los antígenos precedentes
(13/22 -59%-). con campos irregulares de expresiones positivas y negativas.
Se apreciaron epitelios pseudoglandulares positivos en 22 de 29 casos
<75.2%>, y epitelios simples endocervicales positivos en 18 de 27 casos
(66.6%). Sin embargo, también observamos para este antígeno que se man-
tenía la concordancia de expresión en los dos epitelios simples y además, 14
de estos casos se expresaron también en el moco.
El antígeno Lev, volvió a mostrarse como el antígeno que más se
localizaba en la mucosa endocervical con 27 positividades de 29 casos <93%>
en el epitelio pseudoglandular, y con 23 positividades de 26 casos (88%) en
el epitelio simple endocervical. Las expresiones de los dos epitelios coincidieron
con un patrón intracitoplásmico homogéneo, además de expresarse también
en el moco de las luces pseudoglandulares.
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323 Antígenos Lewis en las áreas de metaplasia.
En 16 metaplasias identificadas para el estudio de la expresión de los
antígenos Lewis, 11 (68.7%) fueron positivas para Lea con tinciones supra-
basales, predominando los casos en los que se expresaban los dos tercios
superiores del epitelio <6 casos). Generalmente se trataba de metaplasias
maduras (pseudoerosiones con epidermización pavimentosa completal que
habían adquirido el mismo tipo de expresión que el epitelio exocervical
pavimentoso.
b
12 de 16 casos (75%) expresaron el antígeno Le con un predominio de
casos que expresaban ampliamente este antígeno en casi la totalidad del grosor
del epitelio, por encima del estrato basal.
El antígeno Le’ se observó positivo en 11 de 14 casos (78>5%) donde se
pudieron identificar áreas de metaplasia. La totalidad de estos casos mostraba
patrones equivalentes a los vistos en el epitelio pavimentoso exocervical, con
la salvedad de un caso de metaplasia atípica/epitelio regenerativo donde apre-
ciamos una expresión heterogéna, con distribución irregular de la expresión del
antigneo Le’. Este tipo de antígeno mostró, en líneas generales una tendencia
a expresarse en los estratos más superficiales del epitelio.
El antígeno Le~ se expresó positivamente en 10 de 13 casos (76.9%), 7
de los cuales se distribuía desde la capa suprabasal hasta la capa más superfi-
cial, uno mostraba expresiones focales ocasionales a lo largo del epitelio, y
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otros dos mostraron una expresión heterogénea y superficial cada uno. Sus
patrones de expresión eran similares a los vistos en el epitelio pavimentoso
correspondiente, incluido el epitelio de regeneración.
3.2.4 Antígenos Lewis en las lesiones relacionadas con la infección HPV(condilomas).
y lesiones intraepfteliaies escamosas de bajo grado (LíE-SG).
En la misma línea de lo observado con la expresión de los antígenos
de grupo ABH, no hemos encontrado diferencias manifiestas entre los
patrones de expresión de la mucosa exocervical en comparación con las
lesiones escamosas de bajo grado, con la salvedad de aquellos casos en los
que se acompañaban de discretas a moderadas hiperp~asias del estrato
basal, en los que constatamos una tendencia a mostrarse este estrato con
ausencia de expresión para los cuatro antígenos de grupo Lewis, desplazan-
do la expresión de estos antígenos a las capas superiores.
El antígeno Lea se expresó en 4 de los 10 casos de LíE-SG <40%),
conservándose en 3 el patrón de expresión del epitelio pavimentosO ori-
ginario. Estos 3 casos coincidían en su expresión de Lea a nivel de la mucosa
simple y la secreción mucinosa de la luz pseudoglandular. El cuarto caso
expresaba heterogéneamente este antígeno con una ligera tendencia a
desplazarse por encima del patrón de expresión del epitelio originario.
El antígeno Le” se observó en 7 de los 10 casos de LIE-BG (70%),
conservándose el tipo de patrón con respecto al epitelio original en 5 casos,
y con expresiones heterogéneas en 2. Dos lesiones de las 7 <condiloma
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acuminado y su recidiva de la misma paciente> expresaron el antígeno Le”
en la capa más superficial del epitelio, quedándonos la duda si era una falsa
positividad de arrastre en el paso de la tinción con el cromógeno.
En 5 de 10 casos (50%> se constataron expresiones positivas para
Lex, sin advertirse diferencias de patrón con respecto al epitelio pavimento-
so, hecho similar con las 7 de 10 expresiones <70%) observadas para el
antígeneo Lev.
La totaUdad de los casos incluidos en el grupo de las lesiones
escamosas intraepiteliales de bajo grado mostraron expresión positiva a nivel
del endotelio capilar para el antígeno Lev.
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3.2.5 Antígenos Lewis en las lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado LíE-A O.
Sí nos encontramos con cambios evidentes en la expresión de los dis-
tintos antígenos de grupo sanguíneo Lewis entre los epitelios originarios y las
lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado. Estos cambios resultaron más
destacados en la evaluación del antígeno Le’.
11 de 16 casos (68.7%) estudiados de LE-AG se mostraron positivos
para el antígeno Let observándose en la mayoría de ellos (7/11 -63%->
cambios en el patrón de expresión antigénica, dominando un patrón heterogé-
neo con campos irregulares positivos y negativos. En general, la mayoría
también expresaba en menor cuantía dicho antígeno habiéndose visto claros
focos negativos. Los E casos negativos para Le5, tampoco expresaban dicho
antígeno a nivel de los epitelios pavimentoso o simple -3 tenían un fenotipo Le
<a-,b-), y dos Le <a-,b+>-.
En cuanto a la expresión del antígeno Le”, 13 de 16 casos <81 %) lo
expresaron, 10 de forma heterogénea y 3 con focos ocasionales positivos. En
la mayoría de ellos se apreció disminución de la expresión antigénica y blo-
queos focales de su síntesis. En los 3 casos que mostraron expresiones focales
ocasionales, este bloqueo resultaba más manifiesto.
Entre los 16 pacientes observamos, mediante la técnica inmunohistoqui-
mica realizada, expresiones epiteliales de los antígenos Lea y Le”, constatando
7 casos con fenotipo Le<a±,b+);4 con fenotipo Le(a+,b-); 3 Le<a-,b-); y 2
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casos de fenotipo Le(a-b+)
9 de 15 <60%> casos de las lesiones escamosas intraepiteliales de alto
grado resultaron positivos para el antígeno 1?, 4 con expresiones positivas
ocasionales y 4 con disminución de su expresión que se desplazaba a las capas
más superficiales de la lesión. En un caso se mantuvo la expresión en los
tercios medio y superior del epitelio. 4 casos manifestaron un fenotipo Le<x -).
En un caso <n01 5) perdimos la lesión en la seriación y no pudimos determinar
su expresión para este antígeno.
Finalmente, la expresión del antígeno Le~ resultó positiva en 11 casos
(62.7%), advirtiendo para este tipo de antígeno menores cambios en el patrón
de expresión. El patrón del epitelio pavimentoso originario se mantuvo en E
casos, mientras que otros 5 tenían patrones heterogéneos. 3 pacientes
presentaron un fenotipo Le<y -).
Es de destacar que en 12 casos observamos expresión positiva de Le~ a
nivel del endotelio de los capilares del estroma. Este hecho nos resultó particu-
larmente útil para observar la red capilar que se extendía debajo del epitelio pa-
vimentoso normal y del epitelio con cambios displásicos. En este sentido, he-
mos constatado una mayor densidad de la red capilar bajo los cambios
epiteliales displásicos, fenómeno, por ejemplo, particularmente manifiesto en
el caso n014 de las lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado.
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3.2.6 Antígenos Lewis en los carcinomas epidermoides invasores del cuello uterino.
La expresión del antígeno Le8 en los carcinomas invasores resultó positiva
en 3 de los 10 casos. En cuatro casos con expresión fenotípica positiva a nivel
del epitelio pavimentoso normal, se apreció ausencia de expresión para Le8 en
las neoplasias invasoras, y en dos se encontraron campos irregulares donde
alternaban zonas positivas y negativas.
5 de 10 neoplasias invasoras resultaron positivas para el antígeno Le”,
3 de ellas con expresiones heterogénas y campos negativos, una con campos
positivos ocasionales, y una con desplazamiento de la expresión de este
antígeno a las capas superficiales (tercio superior del epitelio>. Dos casos (n0s
4 y 5> perdieron la expresión del antígeno Le” a nivel de los nidos neoplásicos
en comparación con la expresión del epitelio pavimentoso.
En cuanto a la expresión del antígeno Le’ en las lesiones neoplásicas
invasoras volvimos a observar un mayor número de casos que presentaban
bloqueo de su síntesis como comentamos también en las LE-AG. 6 casos con
fenotipo positivo para Le’ en el epitelio pavimentoso, perdieron la expresión en
su lesión neoplásica invasora y dos casos se mostraron positivos, uno con
expresiones heterogéneas y pérdida de expresión focal, y otro con expresión
en el tercio medio del epitelio. Un último caso se trataba de un fenotipo
negativo para Le’, que se mantenía en su lesión.
El estudio de la expresión del antígeno Le’ en los casos de los carcinomas
invasores reveló hallazgos particulares diferentes a los observados con el resto
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de los anticuerpos. La particularidad que comentamos consistió en que
apreciamos un aumento de expresion de Le~ en comparación con el epitelio pa-
vimentoso originario. 8 de los 10 casos resultaron positivos, con expresiones
homogéneas en la totalidad del espesor de los nidos tumorales en 6 de ellos.
En un caso se advirtió un patrón heterogéneo con disminución focal de expre-
sión, y otro presentaba expresión en 2/3 del grosor de los nidos tumorales con
negatividad en la periferia de los mismos.
En la TABLA XV se resumen los resultados expuestos hasta el momento
en cuanto a la expresión de los determinantes antigénicos de grupo sanguíneo
Lewis en las mucosas endo y exocervical y en las distintas lesiones selecciona-
das. En la página siguiente se muestran también estos resultados de forma
gráfica y porcentual sobre el eje de ordenadas. En el eje de abscisas se
distribuyen las distintas observaciones sobre E.- Epitelio pavimentoso
exocervical, 5.- Epitelio simple endocervical, G.- Epitelio de las estructuras
pseudoglandulares endocervicales, M.- Areas de metaplasia, B.- Lesiones
intraepiteliales escamosas de bajo grado, A.- Lesiones intraepiteliales
escamosas de alto grado, 1.- Carcinomas invasores. Según vemos en dichas
curvas, podemos apreciar cómo a medida que se progresa en las lesiones se
produce una disminución marcada en la expresión del antígeno de grupo Le’;
disminución en paralelo de los antígenos Le5 y Leh; y “sobreexpresión
paradójica” del determinante antigénico Lev.
TABLA XV. RESUMEN DE RESULTADOS
ANTíGENOS LEWIS (Le0,
DE LA EXPRESION DE LOS
Le” Ley, Lev).
Le0 Le” Lex Le~
Epitelio Simple 17/23 • 19/27 • 18/27 • 23/26 •
Epitelio Pseudoglandular 19/27 U 20/29 U 22/29 U 27/29 U
Epitelio Pavirnentoso 20/33 — 27/34 — 26/35 — 29/35 —
Area de Metaplasia 11/16 — 12/16 — 11/14 — 10/13 —
LIE-BO 4/10 # 7/10
=
=~= 5/10 =j= 7/10 —
LIE-AG 11/16 #k< 13/16 -<}-< 9/16 • 11/16 ~fr
Carcinomas Invasores 3/10 < 5/10 < 2/10 < 8/10 U
•.- Tinción homogénea, 4.- Tincién Heterogénea, ~.- T. tercio medio del epitelio,
e.- T. ocasional, .- T. ciliar, • .- T. del moco, <.- Disminición de la expresión
y campos negativos, d.- Tinción débil.
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3.3.- RECEPTORES DE LECTINAS EN LAS ESTRUCTURAS TISULARES
ESTUDIADAS
.
Comparando los hallazgos descritos hasta el momento mediante el
empleo de los anticuerpos monoclonales con los resultados obtenidos mediante
el uso de las lectinas, observamos para estas últimas una peor definición en la
calidad de las tinciones. Su utilización nos ha exigido una mayor puesta a
punto de la técnica, y aún después de diversas modificaciones en cuanto a
bloqueos iniciales, tiempos o concentraciones de las lectinas, no hemos podido
eliminar en su totalidad una cierta tinción de fondo inespecifica que dificu¡tó
el tabulado. Sin embargo, los perfiles de tinción mediante su utilización han
resultado, en líneas generales, equiparables a los obtenidos con los MoAbs,
pese al menor número y mayor debilidad de las células teñidas.
En las TABLAS VIII(A), IXÍA> y X{A> del Apéndice se exponen la totalidad de
los resultados tabulados para cada tipo de caso y lectina.
3.3.1 Receptores de lec tinas en la mucosa normal exocervicat
La lectina UEA-l con especificidad para Fuc(al-2>Gal<B1-4)GlucNAc> >
a-L-Fuc (grupo sanguíneo H(0)>, se expresó en 26 de 34 casos (76.4%>, todos
por encima de la hilera de células basales, y con predominio de expresión en
el tercio medio del epitelio (14/26). También observamos la expresión de esta
lectina en el endotelio vascular de la mayoría de los casos (28/36 -77.8%-).
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21 de 35 casos <60%> expresaron DBA con especificidad para GaINAc-
<al-3>-GaINAc> >aGalNAc -grupos sanguíneos Al >A2-, la mayoría (14/21>
pertenecientes al grupo A o AB. El tipo de patrón se expresó por encima de la
basal, con predominio de casos en el tercio medio y algunos más con expresio-
nes hasta la superficie del epitelio. 6 casos se expresaron en pacientes del
grupo 0 (3 en el tercio medio del epitelio, 1 con expresiones heterogéneas, y
dos con una localización superficial>.
23 de 32 casos (71 .9%) expresaron la lectina SJA con especificidad para
a-O-Gal > GaINAc-(al-3>-GaINAc > a-L-Fuc - grupos sanguíneos B>A>O-.
El tipo de tinción fue suprabasal con un ligero predominio de casos con tincio-
nes en tercio medio algunos de los cuales también continuaban su expresión
en las capas más superficiales del epitelio. Comparando los resultados
obtenidos con este tipo de lectina y los distintos grupos sanguíneos a los que
pertenecían las pacientes, las expresiones tabuladas se dispersaron de forma
desordenada.
En cuanto a la lectina LTA con especificidad para a-L-Fucosa> Fuc(al -
2>Gal(IA1-4)GIuNAc, observamos 17 de 33 casos positivos <51.5%> con patro-
nes de tinción equivalentes a los comentados hasta el momento. En dos casos
apreciamos que la expresión de este tipo de lectina se localizaba a nivel
nuclear, remarcando sus contornos.
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3.3.2 Receptores de lectinas en la mucosa normal endocervical.
UEA-l se expresó en 24 de 27 casos (88.9%) coincidiendo tanto en el
epitelio simple pseudoglandular, como en el de revestimiento superficial y en
el moco intraluminal.
13 de 27 casos <48.1%) expresaron la lectina DBA con el mismo patrón
que la lectina anterior, y con expresiones vistas sólo en los pacientes de grupo
sanguíneo A.
13 de 26 casos <50%) resultaron positivos para SJA. Para esta lectina
apreciamos tinciones más irregulares en los epitelios simples, lo que se
acompañaba de menor expresión en las secreciones mucinosas.
Para la lectina LTA 7 de 25 casos fueron positivos (28%). En tres se
expresaron en los núcleos de las células pseudoglandulares, en tres de forma
irregular heterogénea y en uno de forma homogénea. Las expresiones en el
epitelio simple de la mucosa endocervical fue similar.
3.3.3 Receptores de lectinas en las áreas de metaplasia.
La expresión de las lectinas en las metaplasias maduras resultó en
gran parte similar a las expresiones observadas de los epitelios pavimento-
sos más próximos. UEA-l se expresó en 7 de 11 casos observados (63.6%>,
DEA en 8 de 12 (66.6%), SJA en 7 de 14(50%), y LTA en 3 de 14 <22%>.
De la totalidad de estos casos <25) encontramos 8 casos <32%> con
cambios de patrón con respecto al epitelio pavimentoso, todos ellos con
patrones heterogéneos.
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3.3.4 Receptores de lectinas en las lesiones relacionadas con la infección HPV
(condllomash y lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado (LíE-SG).
La totalidad de los casos de LíE-SG se expresaron positivos para UEA-I
<9/9). En dos de estos casos observamos un desplazamiento de esta expre-
sión a las capas superiores, manteniendo el resto el mismo patrón de expre-
sión que el epitelio originario.
5 de 9 casos (55.5%> expresaron receptores para la lectina DBA en
coincidencia con la expresión y patrón en el mismo epitelio pavimentoso
originario. Los cuatro casos negativos para DBA en las LIE-BG también lo
eran en el epitelio pavimentoso de origen.
Para la lectina SJA observamos la misma expresión y patrón que para
la lectina anterior <5/9) coincidiendo además en los mismos casos donde se
expresaban también la lectina OEA.
La lectina ITA se expresó en menos casos, 4/10, tres con expresiones
a nivel del tercio medio del epitelio y uno con expresión débil en la lesión. En
uno de los casos localizamos la expresión de tipo nuclear.
3.3.5 Receptores de lectinas en las lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado
(LíE-A Gb
UEA-l se expresó en 9 de 15 LEI-AG <60%). En 4 de estas lesiones
observamos un patrón heterogéneo, y una de estas cuatro tenía campos
bien definidos de ausencia de expresión para los receptores de esta lectina
con cortes bruscos entre las zonas de expresión y las zonas donde se perdía
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ésta.
9 de 15 casos (60%) expresaron receptores para la lectina OBA, si bien
en 4 de estos tan sólo en focos dispersos ocasionales. El resto tenía patrones
diversos <2 se expresaron en el tercio medio del epitelio, 2 de forma heterogé-
nea, y una en el tercio superior). 5 casos mostraron cambios evidentes de
expresión con respecto al epitelio pavimentoso originario.
SJA se expresó también en 9 de 15 casos <60%), 5 de ellos con
expresiones heterogéneas distintas de los patrones vistos a nivel del epitelio
pavimentoso originario. En dos de estos casos la expresión fue débil.
8 de 15 casos (53.3%) expresaron la lectina ITA, cuatro de estos a nivel
de la capa más superficial del epitelio y dos con sobreexpresión con respecto
a¡ epitelio originario. Dos casos más mantuvieron la expresión del epitelio
pavimentoso.
3.3.6 Receptores de iec tinas en los carcinomas epidermoides invasores del cuello uterino.
8 de 10 carcinomas invasores expresaron positividades para la lectina
UEA-l. 5 con sobreexpresiones con respecto al epitelio pavimentoso originario,
3 con patrones heterogéneos <dos de ellos, entre los que se incluye el
adenocarcionoma, con campos donde se aprecian pérdidas de expresión
bruscas en diversos nidos tumorales>. En un caso hay pérdida completa de la
expresión de estos receptores con respecto al epitelio originario.
Se encontraron receptores para la lectina DBA en sólo 2 de 10 casos,
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con pérdidas de expresión evidentes en la neoplasia para 3 casos donde se
obervaron positividades en el epitelio originario.
La lectina SJA se encontró positiva en 8 de 10 casos, sin bien, se
apreció una tendencia mayor en el número de casos con expresiones heterogé-
neas (5 de ellos). Dos casos mantuvieron la positividad para esta lectina con
un patrón igual al observado en el epitelio originario: Expresiones en las zonas
centrales de los nidos tumorales y en el tercio medio del epitelio pavimentoso.
En un caso encontramos receptores para esta lectina con expresiones débiles
o ausentes.
6 de 10 neoplasias invasoras expresaron receptores para la lectina ITA,
dos de forma heterogénea con patrón distinto al epitelio originario y dos con
focos ocasionales y con una intensidad de tinción débil. Un caso mostró sobre-
expresión con respecto al epitelio originario, y en otro caso observamos que se
expresaba en las regiones centrales de los nidos tumorales sin haber podido en-
contrar expresión en el epitelio pavimentoso originario.
En la TABLA XVI se presenta un resumen de los hallazgos mencionados
hasta el momento en relación con la utilización de las cuatro lectinas. Además
se incluye, de la misma forma que lo hici&amos en los distintos apartados
sobre la expresión de los grupos sanguíneos ABH y Lewis, una gráfica donde
se reflejan de forma porcentual dichos resultados. En dicha gráfica, que
considera todos los casos positivos de forma globalizada, no incluye los
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cambios en el patrón de la tinción y sin embargo se observa un descenso en
la expresión para los receptores de la lectina DBA con especificidad de grupo
sanguíneo A.
TABLA XVI. RESUMEN DE RESULTADOS DE LA EXPAESION DE
RECEPTORES DE LECTINAS UEA-l, DBA, SJA, LTA.
LOS
UEA-l DBA SJA LTA
Epitelio Pseudoglandular 24/27 U 13/27 U 13/26 4 7/25 nl
Epitelio Pavimentoso 26/34 t 21/35 ~ 23/32 ~ 17/33 ~
Arcas de Metaplasia 7/11 =~= 8/1 2 ~ 7/14 ~ 3/1 4
LíE-HG 9/9 #t 5/9 t 5/9 # 4/10 ~
LIE-AG 9/15 4 9/15 • 9/15 4 8/15 m
Carcinomas Invasores 8/10 Wfr 2/10 < 8/10 4 6/10 4
• Tinción homogénea, 4.- Tinción Heterogénea, ~.- T. tercio medio del epitelio,
~.- T. del tercio superior del epitelio; —y--.. T. de la capa más externa del epitelio;
•.- T. ocasional, .- T. ciliar, • .- T. del moco, <.- Disminición de la expresión
y campos negativos, d.- Tinción débil.
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3.4.- EXPRESION DE LAS PROTEíNAS o53 y PCNA
.
3.4.1 p53 y PCNA en la mucosa normal exocervical.
Ambos antígenos, cuando se expresaron y según esperábamos,
adoptaron un patrón nuclear. Globalmente, hemos observado expresiones
positivas para el antígeno PCNA en las capas más profundas del epitelio,
circunscritas a la basal y primera hilera parabasal. Su tinción tendía a ser
intensa {-i- ±1y con un porcentaje estimado entorno al 6%.
En 15 de 34(44.1%> casos estudiados y donde identificamos un epitelio
pavimentoso normal, presentaron expresiones positivas para PCNA en la basal
y parabasal, con intensidades variables entre ligera< ±>a intensa( + +> y
porcentajes entre el 3% y el 30%.
En ningún caso se encontró expresión de p53 en la mucosa exocervical
normal con el MoAb utilizado y aún habiendo incrementado la concentración
del primario y habiendo aumentado el periodo de incubación a 18 horas (40C).
3.4.2 p53 y PCNA en la mucosa normal endocervical.
No se apreció expresión de PCNA ni de p53 en el epitelio simple
endocervical, y tan sólo se encontraron expresiones focales de PCNA en las
pseudoglándulas endocervicales con intensidades entre débil y moderada
entorno al 3% de expresión porcentual celular.
5 de 27 (18.5%> muestras estudiadas para la expresión de p53 y
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PCNA en la mucosa endocervical pseudoglandular resultaron positivas para
PCNA de forma irregular heterogénea.
3.4.3 pSa y PCNA en las áreas de metaplasia.
Las áreas de metaplasia madura presentaron una expresión para PCNA
similar a la observada en la mucosa pavimentosa exocervical, a diferencia
de las áreas de metaplasia inmadura que tendieron a expresar en menor
proporción este antígeno. En el único caso que contábamos con un epitelio
regenerativo no encontramos expresión positiva evidenciable para PCNA
mediante la técnica inmunohistoquimica practicada.
En ninguno de los casos encontramos expresiones positivas de p53 en
las áreas de metaplasia madura con el MoAb empleado.
3.4.4p53 y PAlCA en las lesiones con cambiosmorfológicos relacionados con infección
por HPV (condllomash y lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado (LíE-SG).
En ninguna de las lesiones con cambios morfológicos relacionados con
infección por HPV se pudieron observar expresiones positivas para p53 ni
para PCNA en las misma zonas de lesión <koilocitosis, disqueratosis, mitosis
atípicas). Por el contrario, en 7 de estos casos se apreciaron ligeras hiperpía-
sias suprabasal con expresiones positivas para PCNA que arrojaban
porcentajes celulares entre el 10% y el 60%.
El único caso de CIN 1 demostró un incremento mayor de células
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positivas para PCNA, con elementos celulares positivos que se extendían al
estrato medio del epitelio. La tinción para este antígeno resultó ser entre
ligera y moderada y con un porcentaje celular positivo máximo del 60%.
y PAlCA en las lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (LíE-AOL
En la mayoría de las lesiones intraepiteliales de alto grado estudiadas
se apreció un incremento en el porcentaje de células positivas para PCNA,
en comparación con lo observado en las mucosas normales. En 12 de 14 ca-
sos (85.7%> observamos expresiones positivas entre moderadas a intensas,
con positividades porcentuales celulares entorno al 70%.
En ninguno de los quince casos se encontraron expresiones positivas
para p53 con el MoAb utilizado.
y PCNA en los carcinomas epídermoides invasores del cuello uterino.
8 de 9 casos (89%) de carcinomas invasores del cuello uterino
expresaron el antígeno PONA con una intensidad de tinción fuerte +++ +>
y con porcentajes de células positivas entre el 40 y el 100%. Predominaron
los casos que mostraban porcentajes altos de células positivas entorno al
95-100%.
En el caso donde se contaba tanto con un carcinoma epidermoide
invasor como un adenocarcinoma invasor, ambos resultaron positivos para
PCNA.
3.4.5 p53
3.4.6 í’~3
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En una de las 10 neoplasias invasoras se observó una expresión
positiva de p53 que comprometía aproximadamente un 40% de células de
los nidos tumorales. Para este caso, la expresión de PCNA resultó menor
que la observada en los otros casos (40%).
En la TABLA XVII se resumen los resultados para la expresión de
PCNA y p53 sobre las lesiones estudiadas.
En las tablas Xl Al’ XII AV y XIIIIÁI se reflejan la totalidad de los resulta-
dos para la expresión de las proteínas p53 y PCNA en las lesiones intrae-
piteliales escamosas de bajo y alto grado, así como en los carcinomas
invasores.
TABLA XVII. RESUMEN DE RESULTADOS DE LA EXPRESION DE LOS
DETERMINANTES ANTIGENICOS DE LAS PROTEíNAS PCNA Y P53.
Histopatologia PCNA p53
M. Exocervical <basal) 15/34 [6%/3-30%/2V 0/33
M. Endocervical (basal> 5/27 [3%/3-20%/21 0/26
LIE-BG <suprabasal> 7/10 [25%/10-60%/2] 0/10
LIE-AG (suprabasal> 12/14 [70%/30-100%/2-3 0/15
CAl 8/9 [90%/40-100%/31 1/9
Primera cifra: porcentaje de células positivas.
Segunda cifra: Porcentajes mínimos y máximos de células positivas.
Tercera cifra: Intensidad de tinción; escala entre 1 (ligera> a 3 intensa>.
Resultados, 120
3.5.- RESULTADOS DE LA AMPLIFICACION DE UNA REGION DEL INTRON E6
DEL VIRUS HPV 16 EN LOS CASOS SELECCIONADOS
.
Para poder realizar la amplificación de parte del intrón E6 del virus HPV
16 mediante la técnica de PCR, se sintetizaron los correspondientes ~orimersya
comentados en el precedente apartado de Material y Métodos (pg. 80>. Estos
primers fueron establecidos y experimentados con anterioridad por Shibata’253’
en 1982, conociéndose su especificidad y su expresión en las líneas celulares
de carcinomas cervicales CaSki y HeLa.
Mediante este ensayo se puede determinar de forma específica el Virus
del papiloma humano <HPV) tipo 16 sin reacciones cruzadas para los HPV 6 o
11, y con un mínimo de 20 copias por muestra.
En un primer intento de reproducir el experimento de Shibata, se realizó
una síntesis de los pr¡mers reseñados sin purificar. La optimización de la téc-
nica de PCR con distintos controles positivos, negativos y blanco nos propor-
cionó resultados insatisfactorios, con amplificaciones inespecificas en todas las
muestras, incluida la muestra blanco de H
2OBD. Este hecho lo interpretamos
como resultado de la formación de “pr¡mer-d¡mers” consecuencia de la
impureza inespecifica de los oligonucleótidos sintetizados.
La resintesis de los prímers Hl y H2 con posterior purificación mediante
extración aniónica en columnas <OligoPark’i, nos proporcionó productos que
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diluimos en dos soluciones a un volumen de 500pl que nos dieron las
siguientes concentraciones: 1-li.- 0.457 y 0.474 pg/pl, H2.- 0.339 y 0.321
.ug/pl.
Los índices de pureza de cada oligonucleótido fueron, para Hl = 2.1
y para H2 = 1.8, y que consideramos como dentro de los márgenes óptimos
1.6-1.8.
Además se sintetizó una sonda -Pl - específica para la región amplificada
por la pareja de pr/rners H1-H2. Dispusimos de dos volúmenes de EOOpl de
dicha sonda con unas concentraciones de 0.396 y 0.367 pg/pl y un índice de
pureza dc 2. Dicha sonda fue marcada con DIG-dUPT para realizar un ulterior
análisis mediante dot blott¡ng (0113 DNA Label¡ng and Detection KIÉ nonra-
diactive. Boehrínger Mannheim, # 1363514>.
En la extracción del DNA procedente del tejido embebido en parafina,
tomamos las máximas precauciones con el objeto de evitar contaminaciones.
Cambiamos para cada caso la cuchilla del microtomo en el momento de realizar
los cortes de los tejidos en parafina. Dichos bloques se manipularon con
guantes y fueron debastados en 10pm hasta empezar a recoger las muestras.
Entre cada corte se realizó una limpieza cuidadosa del microtomo con Xileno.
En todo momento se manipularon las muestras y los tubos con guantes y todo
el material utilizado con posterioridad estaba esterilado y era desechable,
cambiando para cada caso las puntas de la pipetas y los correspondientes
tubos.
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Concluida ¡a extracción y medidas las concentraciones de cada caso,
estimamos como satisfactorio este primer paso.
En la TABLA XVI y TABLA XIV(A) del Apéndice se exponen las concentra-
ciones del DNA obtenido de cada caso y su índice de pureza, así como los re-
sultados de la amplificación de parte del intrón E6 del virus HPV 16 mediante
la técnica de PCR. Todas las muestras se homogeneizaron a una concentración
de 0.1 pg/pl previamente a la realización de la mezcla de los reactivos del en-
sayo.
Con anterioridad a la realización de la PCR a la totalidad de los casos,
efectuamos también varios ensayos de optimización para determinar la mejor
temperatura de anneling y número de ciclos. El resultado de dicha optimización
nos llevó a practicar el programa del termociclador expuesto en el apartado de
Material y Métodos <pg. 80). También en el momento de la optimización y con
varias de las muestra tomadas al azar, realizamos un ensayo de amplificación,
ya establecido en el Laboratorio de Histocompatibilidad donde realizamos este
trabajo, de parte del gen de la región HLA-DR que codifica la molécula de la
cadena IL Este ensayo resultó positivo en la totalidad de las muestras
seleccionadas lo que nos aseguró que el producto extraido era válido para los
posteriores ensayos de amplificación.
El procedimiento de hibridación mediante dat blottirig con la sonda
marcada con dUTP-D¡gosigenina <1 pmol/pl) se realizó a una temperatura inicial
de 420 durante 18 horas. Una vez revelado y autorradiografiado a los 10
segundos, 1 minuto y tres minutos, los resultados de la placa radiográfica
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fueron digitalizados y procesados informáticamente traduciéndolos en curvas
según una escala de grises (FIGURA 2 y en la TABLA XV(A} del Apéndice>.
En el b/ott¡ng del ensayo se incluyeron las pruebas de optimización entre
las que se incluía uno de los casos que había amplificado y habíamos identifica-
do como positivo mediante un gel del electroforesis. Dicho caso nos sirvió para
establecer el limite de positividad según se muestra en la FIGURA 2. En la mis-
ma también se representan las curvas de grises de la totalidad de los casos del
ensayo realizado. Además, contábamos con un caso, cortesía del Dr. Lacruz,
que previamente había sido identificado como positivo para l-IPV-1 6 mediante
hibridación in situ y PCR mediante primers consensuados. Dicho caso fue
incluido en el ensayo de extracción de DNA y remplazó uno de los huecos de
nuestro dot b/otting <n03 LIE-AG) correspondiente a un caso del que no
pudimos realizar su extracción de DNA convenientemente. Este caso control
se confirmó como positivo en nuestro ensayo.
Mediante la prueba realizada de amplificación siguiendo la técnica de PCR
con posterior hibridación específica y revelado en “frio”, identificamos 7 casos
positivos para el gen del intrón E6 del HPV-16 de 10 LIE-BG, 7 de 15 LIE-AG,
y 7 de 10 carcinomas invasores. En total 21 positivos de 35 lesiones con una
incidencia del 60% en esta muestra de casos.
Con posterioridad a la primera hibridación inicial a 420 C, procedimos a
deshibridar las membranas y a rehibridarlas siguiendo los mismos pasos que la
vez anterior pero con una temperatura de hibridación más alta (70 superior> con
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la intención de reducir en lo posible las hibridaciones inespecíficas. Sin embar-
go, los resultados obtenidos con este segundo procedimiento fueron similares
al previamente obtenido salvo muy ligeras atenuaciones en los casos donde
contábamos con hibridaciones inespecíficas.
Con todo ello, y aún con las cautelas que comentaremos en el correspon-
diente apartado de la Discusión, hemos considerado aceptables los resultados
que se exponen en la TABLA XVIII.
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TABLA XVIII CONCENTRACIONES DEL DNA EXTRAíDO DE LOS
DISTINTOS CASOS DEL ESTUDIO Y RESULTADOS DE LA
AMPLIFICACION DEL INTRON E6 DEL VIRUS HPV 16.
LIE-RG [DNA] Pureza ~pI¡fioso¡ón
EB:HPV 16
IlE-Aa [DNA]
jjg/jjl
Pureza AmpI¡fic.~ón
EA:HPV IB
1 0.362 1.652 + 1 0.250 1.74 +
2 0.163 1.545 + 2 0.176 1.39 -
3 0.210 1.438 - 3 - NO
4 0.180 1.44 + 4 22.ÉL......
0.377
1.91 +
5 0.081 1.42 - 5 1.690 +
6~ 0.030 1.16 + 6 0.195 1.652 -
7 0.066 1.609 + 7 0.228 1.701
8~ 0.139 1.494 8 0.469 1.724 -
9~ 0.097 1.492 + 9~ 0.177 1.462 -
io 0:180 1.538 + 10 0.300 1.587 -
12 0.256 1.570 +
13 0.366 1.663 -
14 0.367 1.714 +
l5~. 0.103 1.450 ¡ +
16 0.402 1.178 +
11 0.268 1 .433
CARCINOMAS
INVASORES
[DNA]
MU/PI
Pureza Ampurucaaón
EO:HpVIS
1 0.541 1.54 +
0.808 1.6 +
0.277 1 .63 -
4 0.321 1.65 -
5 0.765 1.75 +
6 0.125 1.62 -
7 0.168 1.78 +
8 0.202 1.81 +
9 0.367 1.79 4-
10 0.807 1.60 +
FIGURA 2. GRAFICAS DE LOS RESULTADOS DE LA AMPLIFICACION
DE PARTE DEL INTRON E6 DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO-16
Y SU HIBRIDACION ESPECíFICA.
Optimización de la técnica de la PCR. Amplificación de parte del intrón ES del
HPV-16 e hibridación específica en dot blotdng. Después de digitalizar los
resultados obtenidos de la autorradiografia a 10”, 1’, 3’ y 5’ de exposición, se
realizaron varias curvas de grises para cada caso. En esta hilera se incluyen
algunos de los casos de la optimización: A.- Caso n0 5 LIE-AG amplificado a
una T0 de anne/ing de 600C y 30 ciclos con una concentración del DNA de la
muestra de O.lpg/pl; 8.- El mismo caso y programa del termociclador pero a
una concentración de DNA de 0.OSpg/pl; O.- El mismo caso con una [DNA] de
O.lpg/pl pero con una T0 de anne/ing a 55~C y 35 ciclos de amplificación. Los
casos D.- Blanco E.- Caso n0 10 LIE-AG, y 6.- Caso n0 16 LIE-AG se
amplificaron en un programa de 30 ciclos con una T0 de anneling de 600C y
una [DNAJ de 0.lpg/pl. Establecimos el nivel de positividad de las curvas de
grises según el caso C de la optimización.
A PC D EF
~/
aa~. —
Curvas de grises cíe la autorradiografía de la
cuarta hilera del dcx h/otting donde se incluyen
los 10 casos de los carcinomas invasores y los
casos 1’> y 2<’ de las L]E-AG.
Tercera hilera del dar hlotting donde se inclu-
yen los casos 4<’ a 140 de las LIE-AG
LI’
15 16 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
LIE—AG\ LíE—HG
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e
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Segunda hilera del dat biotting donde se
incluyen los casos 150 y 160 dc las LIE-AG y
los 10 casos de las LIE-BO.
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4.1.- ANALISIS DE LA IMPORTANCIA DE LAS MODIFICACIONES DE LOS
GLICOCONJUGADO5 CELULARES EN LA TRANSFORMACION MALIGNA
.
En el presente trabajo hemos comparado la expresión de los distintos
determinantes antigénicos de los grupos sanguíneos ABH y Lewis en tejidos del
cuello uterino donde se contaba con epitelios normales y un espectro de
lesiones escamosas intraepiteliales que iban desde las lesiones consideradas
como de bajo grado (cambios morfológicos relacionados con la infección por
HPV, condilomas y CIN grado 1) hasta el carcinoma invasor. Además, hemos
intentado establecer relación, si la hubiera, con la presencia de parte del intrón
E6 del virus HPV1 6 reconocido como importante factor etiopatogénico en
dichas lesiones.
Los mencionados determinantes antigénicos de ambos grupos sanguí-
neos resistieron bien la fijación mediante formol salino. Además, para
contrastar los resultados con los anticuerpos monoclonales utilizados, hemos
empleado cuatro tipos diferentes de lectinas: U/ex Europaeus, Lotus Tetragono-
lobin, Dol¡clius Biflorus, y Sophora Japoníca Aglutíninas.
Los resultados de ambos métodos nos han llevado a observa una mejor
definición de las tinciones con el empleo de los MoAbs, si bien, los patrones
de tinción tendieron a parecerse en ambos.
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Este trabajo se fundamenta en el hecho de que el estudio de los
glicoconjugados celulares pueden proporcionar una información valiosa en
cuanto a los acontecimientos relacionados con la transformación celular
neoplásica.
En este contexto, el propósito final de la mayoría de los trabajos
realizados en nuestos días ha sido el de identificar un marcador celular ideal
que se expresara en las superficies de los epitelios neoplásicos y se encontrara
ausente en los tejidos no neoplásicos. En esta búsqueda, han sido numerosos
los marcadores experimentados. Así, cabria mencionar entre otros y como
ejemplos más notorios, al antígeno de membrana epitelial (EMA), al antígeno
carcinoembrionario (CEA), las citoqueratinas !O1a625Si al receptor de los factores
de crecimiento epitelial <EGF)’15”’, o el antígeno CA 1 9~9í24O¡~
También se han identificado algunos marcadores séricos como el
antígeno SCC (antígeno de los carcinomas de células escamosas) o el CA-1 25
relacionados con los carcinomas epidermoides y que podrían ser útiles en la
monitorización del tratamiento y curso de estos procesos118-251
Lejos de ese marcador ideal, y con un esperanzado sentido de aproxima-
ción no exento de algo de “credulidad”, existen numerosas evidencias de que
en distintos procesos neoplásicos de distintas localizaciones, los fenómenos de
glicosilación de ciertas moléculas de la membrana celular sufren modificaciones
que podría jugar un papel no desdeñable en relación con su comportamiento
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de malignidadt1021.
Es así que, se han identificado y caracterizado gran número de anticuer-
pos monoclonales que reconocen epítopos con un gran potencial antigénico
cuyas estructuras moleculares se encuentran en los dominios de sitios de O-
glicosilación o N-glicosilación ligadas a diversas moléculas proteicas mayores.
En otro contexto, y como vimos en la Introducción, también estos epítopos
estarían ligados a estructuras lipídicas.
Le’ y PoliLe”, Le’ con extensiones de acetil neuramínico o SialilLe’,
PolisialilLe”, Lev, SialilLe”-i, Antigeno-i, sustancia-H, Le5, Le”, SialilLe5, híbridos-
Lea~Leb, los antígenos T, Tn y SialisTn, los Gal-Gb
4,5~7, Fuc-GM1, 6’-ganglioso-
des, NCAM, sGP9O-1 35, gpl 6O~~’-’~’, y los antígenos histo-sanguineos
ABH(O), contituirían ese extenso y cada vez mejor explorado conjunto de
epítopos.
Con anterioridad al desarrollo de los anticuerpos monoclonales, no había
pasado desapercibido el estudio de la glicosilación de la membrana citoplásmica
celular.
Diversas observaciones con distintos extractos vegetales habían dado
origen a un particular campo de conocimiento entorno a un grupo de sustancias
proteicas ampliamente distribuidas en la naturaleza y que conocemos hoy como
Lectinas.
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Todas estas partículas tienen en común que se unen selectivamente a
ciertos monosacáridos u oligosacáridos. Para cada lectina en particular se
identifica una secuencia específica de residuos azucarados, que actuarían como
receptores y se fijarían a ellos de forma reversible.
Pues bien, con las mencionadas lectinas se han podido llevar a cabo
numerosos trabajos de investigación desde muy diversas perspectivas. Entre
ellas, las lectinas han dado un particular servicio a la investigación oncológica
habiendo sido las primeras moléculas que han podido identificar heterogeneida-
des en las poblaciones de las células tumorales, hecho particularmente útil en
el estudio de los procesos de diferenciación de las células neoplásicas.
Recientemente, a las mencionadas lectinas se han ido sumando un
número creciente de anticuerpos monoclonales con especificidades para los
epítopos ya mencionados, lo que ha venido a completar y a mejorar las
observaciones hechas con anterioridad y que quedaron reflejadas de forma más
detallada en la Introducción de este trabajo.
También recientemente, han empezado a caracterizarse de una forma
más completa los tipos de moléculas sobre los que los restos azucarados se
asientan, perteneciendo gran parte de ellas a diferentes familias de receptores
de adhesión: Familia de la selectina (LAM-1, ELAM-1, CD62), diversos
receptores celulares (CD44), y en menor medida a la familia de las integrinas
(<~1 integrinas VLA, (~2 integrinas Leu-CAMs, (~3 integrinas Citoadhesinas,
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superfamilia 1W, y otras integrinas ), y supertamilia de las inmunoglobulinas
(ICAM, VCAM, CD2, CD4, CD8, CD22, etc>.
Con estas moléculas y sus correspondientes ligandos, entre los que
podemos mencionar la fibrinectina’72, la laminina, vitronectina, las moléculas
de histocompatibilidad de clase 1 y II, el colágeno o las estructuras de Lex; se
están estableciendo hoy en día distintos modelos de interacciones moleculares
que darían explicación a fenómenos tan diversos como la fecundación, la
adhesión de granulocitos al endotelio vascular, la emigración de los linfocitos
T en los procesos de la inflamación, o la interacción de diversos microorganis-
1541
mos con las superficies celulares
A la presencia de estas estructuras azucaradas en las moléculas
mencionadas no se les sabe dar hoy en día un papel determinado, si bien se
advierte que sus funciones no pueden limitarse a un mero cometido arquitectu-
ral. En este sentido se apunta que estos restos hidrocarbonados podrían jugar
un importante papel en la conformación de las moléculas donde se ligan, a
modo de modeladores de su estructura espacial.
Así por ejemplo, los residuos de ácido siático, al parecer, son los
responsables del polimorfismo visto en muchas proteínas plasmáticas, como
por ejemplo la al glicoproteina ácida, proponiéndose que las múltiples formas
se deben a las diferentes posiciones isoméricas entre el ácido siélico y la
galactosa, los cuales podrían modificarse a diferentes valores de pK para el
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grupo carboxílico de este azúcar.
En cuanto a las secreciones mucinosas, las glicoproteinas son el principal
componente macromolecular. Estas glicoproteinas mantienen un patrón estruc-
tural constituido principalmente por ácido siélico, fucosa, galactosa y
N-acetilhexosamina. La unión de estas estructuras carbohidratadas a las
cadenas peptídicas primarias se realiza mediante enlaces 0-glicosilados a los
residuos de Serma y Treonina, siendo relevante que ambos aminoácidos repre-
sentan casi el 30% del total de los aminoácidos, y en un 60% contienen uni-
dades carbohidratadas, lo que implica que en estas secreciones mucinosas los
carbohidratos estén muy próximos unos de otros con una distancia entre 6 y
8 aminoácidos.
Siguiendo estos razonamientos y sumando otras evidencias, ya Spiro
en 1969 apuntaba que si bien, no encontraba una teoría unitaria que
explicara la razón de la diversidad de estructuras carbohidratadas ligadas a
proteínas aparentemente distribuidas en una forma no discriminada. Sin
embargo, se podría establecer ese posible cometido de “modelador” de las
moléculas, lo que les conferiría su particular función. No serian esenciales para
la realización de las funciones de las moléculas en cuestión pero si jugarían una
función de “apoyo” indispensable.
Con respecto a las moléculas glicolipidicas, Sen-itiroh ~ 031 ha
sido un autor que ha dedicado gran parte de su investigación encaminada a
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entender las bases enzimáticas y la significación biológica e inmunológica de
los cambios de glicosilación asociados con la transformación oncogénica que
él mismo observó, como uno de los más destacados pioneros.
En este sentido, y desde hace casi una década, este autor advierte que
se producen tres categorías de alteraciones: Síntesis incompleta, neosintesis
y redisposición en la organización de los glicolípidos de la membrana.
Reconoce además, que el proceso de acumulación de precursores por
síntesis incompleta y el resultante de neosíntesis de glicolípidos pueden
constituir verdaderos antígenos glicolipídicos “asociados a tumores”, ausentes
en la superficie de las células originarias.
El gangliósido GD3 en el melanoma humano, la globotriosilceramida en
el linfoma de Burkitt, y las estructuras de sialosilLea, di o triamericoLe”, y
sialosylLe” en los carcinomas humanos gastrointestinales, pancreático,
pulmonar, hepático y de mama, son para este autor, ejemplos típicos de
glicolípidos “asociados a tumores”.
A esto se puede sumar la observación de expresiones de determinantes
antigénicos de grupo sanguíneo ABH incompatibles con la especificidad fenotí-
pica propia de algunos pacientes. Por ejemplos, antígenos glicolipidicos tipo-A
en tumores de pacientes de individuos del grupo O, o el antígeno Forssman en
tumores de tejidos originarios Forssman-negativos, entre otros.
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A todos estas alteraciones, Hakomori les asigna una significación de
retroexpresión de glicolípidos propios de la organogénesis fetal”02.
En cuanto a otros procesos neoplásicos, se ha hecho la observación de
que el carcinoma de cervix y sus lesiones preneoplásicas representan un
modelo óptimo para investigar la progresión de estas alteraciones de la
glicosilación celular. En consonancia con esta afirmación, nosotros advertimos
también que, además, se puede añadir a lo mencionado el hecho de que gran
número de trabajos incriminan a un factor viral, el Virus del Papiloma Humano,
como responsable etiológico de este proceso. No obstante, están justificadas
las numerosas cautelas que se guardan con respecto a esta afirmación, dado
que aún siguen latentes los excesos de triunfalismo de hace algunas décadas
cuando se pretendió relacionar al Virus del Herpes Simple tipo 2 con el
carcinoma del cuello uterino”55t.
En otro orden de cosas y siguiendo a diversos autores”’, se advierte que
en el momento actual se comienza a dar la paradójica situación, casi con
carácter de inflación, de tener a nuestro alcance mucha y dipersa información
en cuanto a lo que significan las transformaciones celulares malignas,
numerosos los marcadores comerciales y además un número creciente de
oncogenes y genes supresores de tumores, pero escasa ligazón entre los
conocimientos.
Podríamos decir que, en términos relativos, el conocimiento actual es
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importante si bien parcelado. Como así lo señala M. Barbacid en el trabajo
mencionado más arriba “el cáncer es un proceso que conlíeva muchos escalo-
nes y probablemente es el resultado de la acumulación de una serie de errores
genéticos y/o epigenéticos”. Es por ello por lo que comienzan a hacerse
necesario los trabajos que pongan en relación unos sucesos con otros.
Por esto motivo, no nos hemos de conformar hoy en día con conocer que
en determinados procesos neoplásicos se producen cambios estructurales de
determinados glicolípidos de las series ganglio, globo o lacto, o incluso de las
glicoproteinas, con acumulación o no de sus sustancias precursoras y antíge-
nos Lewis, o incluso neosintesis de antígenos como el Forssman o los an-
tígenos T o Tn (Ags de Thomas-Friedenreich) sino que debemos discernir si
estas evidencias, cada vez mejor constatadas en numerosas neoplasias, pue-
den arrojar soluciones nuevas a problemas de siempre, e incluso se pudieran
relacionar con otras alteraciones en un intento de conciliar diversas parcelas
de nuestro saber.
En este sentido~podemos decir que en divesos paises ya se han autoriza-
do algunas investigaciones clínico-terapéuticas que tienen como fundamento
básico la expresión de estos antígenos de neosíntesis, intentando encontrar
una utilidad práctica a este conocimiento <Longenecker M. y Mitchell M. 1993>
Si bien distante de esa utilidad más inmediata, pero a nuestro entender
no de menor interés, estimamos como relevantes los trabajos anteriormente
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mencionados en cuanto a los modelos de adhesión celular que se están
desarrollando o trabajos, por ejemplo, como los descritos también en la
Introducción en los que se relaciona la presencia de determinados tipos de HPV
con la pérdida de ¡a Tap, proteína transportadora asociada con la presentación
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de antígenos
Dentro de nuestras posibilidades y limitaciones, y según iremos desa-
rrollando en esta discusión, éste ha sido el espíritu que hemos querido marcar
a nuestro trabajo, en un intento de investigar qué relaciones se podrían
encontrar entre las ya supuestas alteraciones de la glicosilación de la
membrana citoplásmica celular y la cada vez más convicente presencia de
parte del genoma del virus HPV-16 en las neoplasias del cuello uterino.
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4.2.- ANALISIS DE LA RELEVANCIA DE LA EXPRESION DE LAS
PROTEíNAS P53 Y PCNA EN DIVERSOS PROCESOS MALIGNOS Y SU
RELACION CON LA PRESENCIA DE CIERTOS TIPOS DE VIRUS HPV
.
Ya esbozamos en la Introducción de este trabajo gran parte del conoci-
miento que en nuestros días se tiene con respecto a una de las proteínas de
la que se reconocen más alteraciones como consecuencia de las numerosas
mutaciones evidenciadas en su gen, y a la que se le asigna un papel crucial en
el control de la proliferación celular: La p53.
El gen de la p53 se incluye entre los genes denominados como “genes
supresores de tumores”. Se conoce que la pérdida de funciones de éstos genes
se pueden deber como resultado de diversas mutaciones, y también, entre
otras, por reordenamiento de cromosomas, nodisyunciones, otransformaciones
genéticas.
A estas alteraciones se les ha sumado el hecho reconocido de que estos
genes pueden ser neutralizados por ciertas proteínas celulares u oncoproteinas
virales, lo que según se señala, representaría un importante paso en el estudio
de la patogénesis, diagnóstico, pronóstico y terapéutica del cáncer humano
(Harris C, 1993).
Siguiendo la revisión de Harris y Hollstein’04b, recientemente se ha
reconocido que la proteína p53 induce la transcripción de diferentes genes que
Diseusión.-140
contienen una secuencia específica de DNA en ciertas regiones reguladoras
(por ejemplo el gen mdm-2, el gen de la creatinquinasa muscular, y el
GADD45) (Volgelstein, 1992), y tiene además un efecto opuesto sobre genes
con la secuencia promotora TATA, común a gran número de genes de la
transcripción’20t. Esta represión de la transcripción, se atribuiría a la capacidad
de la proteína pES de ligarse a un miembro esencial del complejo transcripción-
iniciación. Una abundancia de proteína p53 inhibiría, mediante este u otros
mecanismos desconocidos, la expresión de muchos genes que se consideran
fundamentales para el control del crecimiento celular.
Se conoce también que tanto la expresión amplificada del oncogen mdm-
2 como la expresión de ciertas proteínas virales (antígeno T del virus SV4O o
las proteínas codificadas por los genes E6 y El b de ciertos tipos de virus HPV
y adenovirus) pueden inactivar y reducir la actividad de p53, liberándose su
efecto inhibidor sobre los genes comentados, lo Que tendría como resultado un
incremento de la proliferación celular.
Sobre estas bases teóricas, algunos autores han investigado desde unos
supuestos fundamentalmente morfológicos, y gracias a las aplicaciones que
brindan la inmunología y la biología molecular, el alcance práctico de estas evi-
dencias, empleándolas como herramientas útiles al servico del diagnóstico en
un intento de extraer implicaciones pronósticas.
En este sentido han sido numerosos los trabajos realizados sobre dife-
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rentes procesos neoplásicos, concluyéndose que el gen de la proteína p53 es
[1SSj
el más frecuentemente mutado entre los carcinomas humanos
A estas neoplasias, se les pueden añadir también ciertas formas de
carcinomas de cuello uterino negativas para el virus del papiloma humano’4t,
lo que daría una mayor argumentación en favor de estos supuestos teóricos.
Algunos autores han explorado la posibilidad de estudiar diversos
factores relacionados con la proliferación celular, como pudieran ser el antígeno
nuclear de proliferación celular (PCNA> cuya transcripción estaría en alguna
medida regulada en sentido negativo, por la actividad de la proteína no mutada
p53 (w-p53)~~’.
Así por ejemplo, estos autores han observado en las displasias de la
mucosa esofágica que la expresión de PCNA en la capa suprabasal resulta ser
un excelente marcador tanto en su sensibilidad como su especificidad, obser-
vándose tan sólo en las lesiones de displasia y pudiendo reconocer mediante
su aplicación aquellas lesiones con un mayor potencial premaligno.
Considerados estos precedentes, nos ha parecido de gran interés com-
plementar nuestro estudio de la presencia de parte del gen E6 del virus HPV-
16, con los resultados derivados de la expresión de dos de los anticuerpos
monoclonales que mejores resultados están dando en la actualidad para
identificar mutaciones de la p53 y la proteína PCNA: NCL-p53-DO-7 y NCL-
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PCNA-PC1O. Con estos dos MoAbs, hemos identificado entre nuestros casos,
al menos, una lesión que pudiera no estar relacionada con la presencia del virus
HPV, en la que no amplificamos el intrón E6 del HPV-16 y que era positiva para
p53 en un 40% de su celularidad. En el resto de los casos observamos un
incremento de la proliferación celular, establecido mediante un índice de
expresión de PONA, que tendió a ser mayor con la presión de las lesiones, y
máximo en los carcinomas invasores.
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4.3.- ANALISIS DE LOS PROCEDIMIENTOS TECNICOS UTILIZADOS
(MATERIAL Y METODOS>
.
En este apartado discutimos los procedimientos técnicos que hemos
realizado, considerando tanto el tipo de fijador usado como los métodos de
tinción, la valoración de los resultados, los anticuerpos monoclonales, lectinas
y primers utilizados, y la técnica de PCR.
4.3.1. Fijación.
La utilización o no de un determinado fijador, así como el tiempo de
acción del mismo resulta ser, en cierto sentido, una de las claves a tener en
cuenta si se quiere llegar a conseguir unos resultados satisfactorios tanto
desde el punto de vista inmunohistoquimico como de Los derivados de ciertas
técnicas de biología molecular.
Por razones de simplificación, en nuestro caso hemos decidido elegir un
tipo de fijador que resultara aceptable tanto para la preservación de los
componentes glicoconjugados de los tejidos, como eficaz en la preservación
del DNA.
Hemos considerado como impracticable el posible empleo de cortes de
congelación en criostato dadas las limitaciones que este método impone. Pese
a que el empleo de cualquiera de los fijadores más utilizados condiciona, en
mayor o menor medida, un empobrecimiento en la conservación de los distin-
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tos determinantes antigénicos a observar, juega en su favor que se gana una
mayor precisión de los detalles morfológicos en contra de una moderada
pérdida de tinción.
Tampoco hemos de olvidar que el empleo obligado de los distintos
agentes deshidratantes y aclarantes utilizados en el proceso de inclusión en
parafina (alcoholes de diferentes gradación, xilol, toluol) también producen, sin
lugar a duda, extracción de estos componentes glicolip íd i cos’~
No obstante, la casi totalidad de los trabajos referidos en la Introducción
relacionados con el estudio de los determinantes antigénicos de grupos
sanguíneos, empleando tanto lectinas como anticuerpos monoclonales, se trata
de estudios restrospectivos de archivo con tejidos fijados convencionalmente
con formaldehído e incluidos en parafina. ~ 15126j~72273]
En pocos casos se realizó un control
mediantes diferentes fijadores y cuando
incluyó el empleo de liquido de Carnoy’245,
incrementarse.
preciso de la fijación de los tejidos
esto se hizo, invariablemente se
con el cuál los resultados parecen
Garin-Chesa utiliza en su estudio, además de
archivo, algunos casos de material congelado no
después del corte, empleando acetona fría <40C 10
salido (3.7% en PBS, 10 minutos a temperatura ambi
tejidos procedentes de
fijado inicialmente y si
minutos), formaldehído
ente> o 96% de etanol
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(10 minutos a temperatura ambiente>9”.
En nuestro caso, donde se sumó la particularidad de que a los mismos
casos a los que practicamos las técnicas inmunohistoquimicas con MoAb y
lectinas, realizamos también una técnica de biología molecular que precisaba
de una correcta preservación de DNA.
Esta preservación del DNA procedente de tejidos fijados, no está exenta
tampoco de sus limitaciones, y son numerosos los estudios realizados con el
propósitos de determinar la influencia de productos tan comúnmente utilizados
como la acetona, formaldehído, líquidos de Carnoy, Zenker, Bouin, Zamboni,
Clarke, B5, metacarn, etanol etc.
El principal inconveniente observado es el de que cualquiera de estos
fijadores producen también, en mayor o menor medida, modificaciones del
DNA o cross-Iinking, ‘va bien sea por el tipo de fijador usado o por la duración
de la fijación. Estas modificaciones pueden condicionar invariablemente la
eficacia de la amplificación, reduciendo sus posibilidades’23’~’.
Las conclusiones a las que se ha llegado en los trabajos comentados han
sido la de considerar que tanto el empleo de acetona como de formaldehido al
10% para la fijación de los tejidos, es aceptable para amplificar productos de
hasta 1 327bp. Este hecho se ve considerablemente reducido al prolongar el
tiempo de fijación, y así por ejemplo, una fuación mantenida hasta 30 días con
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formaldehido al 10% reduce las posibilidades de amplificación a productos de
2GSbp.
Los fijadores como el líquido de Carnoy, el Zenker, el Bouin y el BE,
empleados durante 24 horas, se ha visto que comprometen considerablemente
los resultados de las técnicas de la PCR, no siendo recomendable si se van a
realizar estos estudios.
Otro de los inconvenientes que se añaden a los ya vistos, está el hecho
de que también el DNA se degrada con el tiempo en aquellos tejidos conserva-
dos en parafina, lo que contribuye a limitar aún más la longitud de los
productos que se vayan a amplificar. A este respecto se aceptan como válidas
muestras archivadas con un tiempo máximo de 4 a 6 años, estimándose que
en éstas se pueden realizar amplificaciones entre 100 y 200bp.
Dadas las consideraciones hechas hasta ahora, hemos tomado como
criterio válido el de utilizar como fijador común, tanto para las técnicas de
inmunohistoquimica como para las de PCR, el formaldehido al 10%. Además,
el estudio retrospectivo que hemos realizado incluye casos de los años 1990
a 1992, no excediendo en 3 años el tiempo de conservación en parafina, y
como nuestro ensayo de amplificación se limita a fragmentos pequeños de
1 OSbp, entendemos que hemos trabajado dentro de unos márgenes de
seguridad que nos llevar a considerar como satisfactorios los resultados
obtenidos.
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4.3.2. Métodos de tincián.
Los métodos inmunohistoquimicos que hemos seguido para la demostra-
ción de los determinantes antigénicos de los grupos histosanguineos ABH y
Lewis, así como para la demostración de las sustancias receptoras de las lecti-
nas han sido los procedimientos indirectos basados en el sistema de la Avidina-
Biotina.
En este método, una vez incubados tos tejidos con el MoAb primario, se
realiza un segundo paso de detección del primario mediante un anticuerpo
biotinado específico para la inmunoglobulina de la misma especie animal que
el primario, y un tercer paso donde se aplica el complejo AVI-BIO-PA. El
revelado final lo hemos realizado con el cromógeno DAB (3,3’-diaminobencidina
tj, dado que tiene como ventaja que la tinción que produce es permanente y
resiste los baños en alcohol y xileno.
En el caso de la técnica para la demostración de los receptores de
lectinas, éstas se utilizaron directamente biotinadas y no fue necesario el paso
intermedio del anticuerpo secundario.
Mediante estos procedimientos, ‘v dada la extensa red tridimensional que
se forma, donde múltiples moléculas de PR biotinadas se entrelazadan con las
de Avidina, se produce un proceso de amplificación de señal en el que para
cada unión antigénica del MoAb primario se establecen múltiples moléculas de
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peroxidasa activas en el seno del complejo ABC, lo que contribuye a aumentar
la sensibilidad de la técnica. Tiene como ventajas añadidas que, dado que es
necesaria una menor concentración de MoAb primario y es menor la afinidad
del complejo ABC por las estructuras tisulares, se reduce de forma considera-
ble la tinción de fondo, que de producirse desvirtúa en cierta medida la
tabulación.
En nuestro protocolo dejamos señalado en el apartado correspondiente
del Material y Métodos, que hemos prolongado considerablemente el tiempo
de incubación con el primario hasta 16-18 en nevera <40C>. Mediante este
procedimiento hemos podido comprobar de forma personal un incremento con-
siderable en la calidad de los resultados. Dicha incubación prolongada nos ha
permitido también reducir a su vez la concentración del primario, lo cual tiene
como ventaja añadida la de aumentar la sensibilidad de las técnicas practica-
das.
En el caso de la determinación de las proteínas p53 y PCNA mediante los
MoAb NCL-p53-DO-7 y NCL-PCNA-PC1O y dado que su tinción se localiza a
nivel nuclear, hemos seguido una técnica basada en la Fosfatasa alcalina
marcada con streptoavidina y revelando mediante 2Cl-1 Naftol Fast Red ITR.
Este procedimiento que proporciona unos resultados muy favorables,
tiene el inconveniente de hacer obligado el montaje en medio acuoso y
proporciona unas tinciones menos duraderas que el método anterior.
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Ambos procedimientos constituyen métodos generales de inmunohisto-
química bien establecidos y comercializados por lo que, en nuestros días, los
resultados son perfectamente reproducibles en cualquier laboratorio.
4.3.3. Técnicas de la PCA.
La reacción en cadena de la polimerasa es un método desarrollado por
Millus y colaboradores en 1985 que ha despertado en nuestros días un interés
considerable tras la inclusión de enzimas termoestables y la automatización
mediante el empleo de los termocicladores, ideándose día a día un número
creciente de aplicaciones.
Esta técnica tiene un fundamento básico sencillo. Reproduce in vitro la
replicación enzimática de los ácidos nucleicos dirigida por unos oligonucleótidos
sintéticos o primers. Dichos prirners, en número de dos y generalmente con
una longitud entre 20 y 40 bases, localizan sus dos regiones complementarias
del genoma, que pueden distar una de otra entre 80 a un millar de pares de
bases. En una secuencia de tres pasos (calentamiento inicial de desnaturaliza-
ción, anneling de los oligonucleótidos, y extensión de los primers o síntesis de
DNA> que completan un ciclo de amplificación, se consiguen dos cadenas de
nueva síntesis que servirán de plantilla para la síntesis de ciclos sucesivos.
Estos tres pasos se suceden en el tiempo de forma precisa y programada e
implican cambios distintos de temperatura en virtud de la cual se produce <1)
la separación de la doble cadena del DNA, (2) hibridación de los primers que
incluimos en el ensayo y que localizan las zonas de interés, <3) temperatura
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óptima para que la Taq polimerasa active la síntesis. La sucesión automática
de un número entre 30 y 40 ciclos dá como resultado, de estar presente la
secuencia objetivo, una amplificación exponencial de la secuencia genómica
buscada y que podremos con posterioridad identificar fácilmente mediante
diversos procedimientos: Electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida,
o de forma más específica mediante hibridación utilizando sondas marcadas de
forma radiactiva o mediante un procedimiento en “frio”.
En el campo de la patología han venido aplicándose diversas técnicas de
la biología molecular. En este sentido, se han desarrollado protocolos de
hibridación in situ y de southern blot que han servido como poderosas
herramientas experimentalestm. Si bien se puede decir, que estas dos técnicas
son de una exquisita especificidad, sin embargo en ambas, la sensibilidad
queda muy lejos de las posibilidades alcanzadas por la técnica de la PCA. En
términos relativos se puede decir que la sensibilidad de la hibridación in situ
sería de 10 blancos por célula, la del Southern blot de 1/100, ‘vía de la PCR
de 1 copia por cada 100.000 células”0.
Esta técnica se está utilizando con carácter experimental en numerosas
aplicaciones en los campos de la microbiología, inmunologia, patología, o
medicina forense y legal. Entre ellas podemos mencionar la detección de
numerosos agentes infecciosos, de distintas mutaciones en oncogenes y genes
supresores de tumores, translocaciones, genes relacionados con distintas
enfermedades congénitas, tipaje de las moléculas de histocompatibilidad etc’94.
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En cuanto a la identificación de la diversidad de tipos de HPV existentes,
ya las técnicas de hibridación iii situ, e hibridación en slot-blot habían contribui-
do a salvar el difícil obstáculo de no poder cultivar dichos virus y el desafortu-
nado hecho de la imprecisa identificación inmunohistoquímica de los distintos
antígenos virales911~’.
Junto a las técnicas comentadas la PCR ha venido a añadir un conside-
rable incremento en cuanto a la sensibilidad arriba comentada, permitiendo en
teoría, identificar entre un millón de células y después de 30 ciclos de amplifi-
cación del DNA una copia única de la secuencia objetivo.¡sb
En la Introducción de este trabajo ya expusimos de forma detallada gran
parte del conocimiento que se baraja en nuestro días con respecto a las
implicaciones etiopatogénicas de los HPVs en relación con las lesiones
preneoplásicas e invasoras del cuello uterino. Las aportaciones de la PCR en
estos estudios han resultado considerables.
A los trabajos ya mencionados de Lñrincz~trn donde se clasifican los
distintos tipos de HPV en varios niveles de riesgo según razones estadísticas,
y de distintos autores como Shibata’2531, o Cornelissent33t, se pueden sumar los
de Bergeron y col.Ilsb¡ 1992 en los que se establecen unos índices de detección
mediante PCR de HPV 16 desde un 21% en las lesiones intrapeteliales de bajo
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grado hasta un 57% en las de alto grado. Para estos autores el HPV 18 se
detectó globalmente en tan sólo un 3% de los CIN y los HPV 31,33 y 35 en
un 8%. Los HPV 30,39,45, 52, 52,56,58 y 61 se encontraron en un 44% de
las lesiones de bajo grado y en un 8% de los CIN de alto grado.
También Hording tl2Ob en 1992 ha establecido, entre un total de 63
lesiones que iban desde los cambios morfológicos relacionados con infección
por HPV hasta los carcinomas invasores, un índice de detección de HPV 16
mediante Sothern blotting del 44% y mediante PCR del 73%.
Dada la “efervescente” actualidad de estos trabajos, a las citas
mencionadas se podrían añadir un buen número de publicaciones más, y sin
duda, en años próximos seguirán apareciendo otras que completarán en forma
más precisa los índices que manejamos hoy en día.
En definitiva, se estima que los tipos de HPV 6b y 11 se asocian a
lesiones benignas de verrugas anogenitales y LIE-BG (condilomas y CIN 1>,
mientras que los HPV 16 y 18 se encuentran entre el 60 al 80% de las LIE-AG
(CIN 2 y 3). En cuanto a los carcinomas anogenitales invasores, los HP’! 16 y
18 se detectan en más del gQ%íSb<~24i4t~222~ Además hay autores que señalan
que esta práctica aportaría una considerable precisión a los convencionales
estudios histopatológicos.1~’97
En otro orden de cosas y según se hacen eco todas las obras que hemos
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consultado’’0-23’’26 incluidas ciertas publicaciones’54t’ relacionadas con esta
técnica, está el riesgo no desdeñable de que se pueden interpretar resultados
como positivos o negativos que en realidad no son tales (falsos positivos y
falsos negativos). Este desagradable hecho, consecuencia de la extremada
sensiblidad de la técnica, puede deberse a múltiples causas perfectamente
reconocidas, por lo que se exige un cuidado minucioso en la preparación de
todos los ensayos que se piensen realizar.
Tanto la contaminación de la muestra con cualquier fragmento de DNA
extraño a la misma, como las numerosas sustancias que pueden inhibir la po-
limerasa, o hasta la omisión de algunos de los componentes de la reacción
pueden dar como resultado hallazgos equívocos.
Para evitar estos hechos hemos tomado ciertas precauciones reconocidas
como esenciales si se quiere evitar la contaminación (además de las ya apunta-
das en apartados anteriores con respecto al corte de las muestras en parafina):
Preparar las muestras en un sitio diferente al de la amplificación. Pasar por el
autoclave todas las pipetas y tubos de microcentrifugas. Realizar alicuotas para
los reactivos y almacenarlos en un lugar libre de productos amplificados.
Emplear en todo momento guantes deshechables. Evitar salpicaduras de las
muestras cuando se abren y cierran los tubos. Hacer una premezcía de los
reactivos y dividirla en alicuotas. Incluir un control negativo sin muestra de
DNA. Añadir el DNA al final y después de la mezcla de los reactivos, y elegir
controles positivos”~t1. Además podemos añadir que tanto el termociclador,
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como el aparato de dot-blotting y la cámara de hibridación que hemos
empleado nunca habian sido utilizados con anterioridad para amplificar e
hibridar ningún tipo de HPV.
Una práctica particularmente extendida cuando se trabaja amplificando
secuencias de ciertos microorganismos, es la de amplificar las mismas
muestras de forma paralela para secuencias conocidas del genoma humano,
generalmente con pr¡mers específicos para B-globina. Con esta ensayo es
posible descartar los falsos negativos al confirmase que la muestra es
perfectamente amplificable supuestos otros condicionantes perfectamente
preestablecidos.
En nuestras circunstancias no nos ha sido posible practicar dicho test a
la totalidad de las muestras, aunque como alternativa si hemos llevado a cabo
un ensayo tomando varias muestras de forma aleatoria para amplificar parte del
gen HLA-DR que codifica la molécula de la cadena lA. Test que nos dió unos
resultados similares a los acostumbradamente observados en el laboratorio
donde practicamos el ensayo, por lo que estimamos que la extracción del DNA
y todas nuestras muestras, que tenían una misma procedencia y habían
seguido un tratamiento similar, eran perfectamente válidas para nuestro
objetivo de amplificación.
Otra de las desventajas que la técnica de la PCR condiciona, sobre todo
en nuestro campo de la patología esencialmente morfológica, es el de que me-
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diante este procedimiento se pierde sustancialmente la interpretación de toda
aquella información derivada de la arquitectura de los tejidos. Las técnicas de
hibridación ¡o situ, bien desarrolladas en el campo del diagnóstico de distintos
procesos ginecológicos, obvian esta desventaja resultándonos una difícil
disyuntiva elegir uno u otro procedimiento cuando nos planteamos este trabajo.
La aplicación de las técnicas de PCR sobre tejidos in sítu, pese al enorme
interés que implica su consecución y las numerosas tentativas que están
realizando algunos autores al respecto, adolece por el momento de dificultades
insalvables. El hecho de tener que trabajar con temperaturas cíclicas muy altas
y la imposibilidad de fijar los productos amplificados a las estructuras fuente,
parecen estar constituyendo las dos limitaciones más decisivas.
No obstante, y dado el hecho de que es posible vislumbrar que en un
futuro no muy lejano estos inconvenientes puedan ser superados, y ya que la
sensibilidad que otorga es inmejorable, nos han parecido éstas suficientes
razones para practicar la técnica de la PCR en nuestro estudio en detrimento
de los ensayos de hibridaciones ¡ti situ. Pese a que éstos se complementarían
perfectamente con los estudios inmunohistoquimicos que hemos realizado.
Aún así, a la vista de los estudios estadísticos que hemos realizado,
hemos podido perder una importante información morfológica en razón de un
considerable incremento de sensibilidad. Hecho que podría ser superado en el
futuro de ser practicable la PCR in 5/tu.
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4.3.4. Valoración de los resultados.
Como ya hemos comentado en apartados previos, hemos advertido algu-
nas diferencias en cuanto a la intensidad, regularidad de las tinciones y tinción
de fondo, entre los resultados obtenidos con los distintos anticuerpos
monoclonales especificos para los determinantes antigénicos histo-sanguineos
ABH y Lewis, y los resultados con las cuatro lectinas UEA-l, DEA, SJA y LTA.
Sin embargo, los patrones de tinción resultaron complementarios y con
reactividades uniformes. En el caso de los MoAb apenas hemos apreciado
diferencias de intensidades entre las células negativas y positivas, por lo que
hemos considerado suficiente distinguir en nuestra tabulación este hecho. No
obstante nos ha resultado obligado, dada la particularidad de los epitelios
pavimentosos observados, establecer la localización de la tinción. A este
respecto hemos considerado las distintas particularidades de la histología
normal del exocervis y sus lesiones asociadas, identificando en dichos epitelios
varios estratos: El basal, intermedio y superficial’~06.
La tabulación que hemos realizado se ha basado, en consecuencia, tanto
en la presencia o ausencia de ractividad, como en la localización de la tinción.
Dicha localización la hemos identificado en la forma de caracteres gráficos
según quedó expuesto ya en el Material y Métodos.
Somos concientes, no obstante, de que este sistema adolece en cierto
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modo de excesiva simplicidad dado que no considera la intensidad de la
tinción, ni establece de forma porcentual la celularidad teñida. Pese a ello, este
sistema de valoración de resultados lo hemos considerado suficiente y
justificado en razón de un mayor incremento de objetividad y de una necesaria
simplificación que pudiera adecuarse a un posterior estudio estadístico. El
incremento de determinandas subcategorías dentro de una misma variable iría
en perjuicio de una conveniente representatividad de la muestra del estudio, de
por sí ya limitada.
Sí consideramos justificados los criterios de tabulación establecidos por
autores como Alvarez y Carretero’330’ cuando se emplean en forma exclusiva las
lectinas. En su método sise considera tanto la presencia o no de reactividad,
como la intensidad de la misma y establece además una estimación porcentual
del número de células positivas dentro de un derminado grupo observado.
En nuestro casos, y dada la mayor precisión que establece el empleo de
los MoAb junto a las razones expuestas más arriba, no hemos considerado
necesario este sistema, si bien, nos ha resultado de bastante utilidad en la
tabulación de los anticuerpos específicos de la proliferación celular. En este
caso, sí precisábamos incluir una valoración, aunque subjetiva, del número de
elementos reactivos, índice obligado para establecer las diferencias existentes
entre las distintas lesiones incluidas en el estudio. Pese a que autores como
Coltrera 1992, en sus trabajos con los mismos marcadores sobre displasias
esofágicas sigue un sistema mucho más simplificado valorando tan sólo la
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reactividad suprabasal o ausencia de la misma’35’.
Merece mención aparte la discusión de los procedimientos metodológicos
de la PCR. Añadiendo a lo ya comentado en el apartado precedente, nosotros
hemos practicado un ensayo de dot blott¡ng, utilizando una sonda específica
marcada con digoxigenina, para reconocer una secuencia de 4Obp localizada
entre los oligonicleótidos empleados para la amplificación.
Con la totalidad de los casos, una parte de la muestra amplificada la
utilizamos para realizar un reconocimiento del producto mediante electroforesis
en gel de agarosa 1.5% y visualización con bromuro de etidio y luz U’!. El resto
de la muestra se hibridó con una sonda específica marcada, fue revelada por
quimoluminiscencia incubando con AMPPD y autorradiografiada.
El procedimiento de dot blotting tiene la ventaja sobre la detección del
producto mediante electroforesis de que la muestra queda concentrada sobre
un área limitada de las membranas de nylon, lo que permite trabajar con
posterioridad sobre ella y realizar los ensayos de hibridación específica. Esto
le confiere no sólo más fiabilidad sino también más sensibilidad a la hora de
determinar los productos amplificados.
Nosotros hemos añadido, en el momento de interpretar los resultados
procedentes de las distintas autorradiografías, un procedimiento objetivo de
valoración. Dichas autorradiografías fueron digitalizadas mediante scanner y
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procesadas nformáticamente.
Mediante un programa de análisis de imágenes radiográficas <AnaRay-X),
establecimos las diferentes curvas de las señales de hibridación-revelado en
base a sus distintas intensidades de grises.
Entre los casos autografiados se incluyó una fila de casos de optimización
y control, con dos variedades de amplificación (600 de anneling y 30 ciclos,
550 grados de anneling y 35 ciclos) y distintas concentraciones del DNA de las
muestras <0.1 pg/pl y 0.05 pglpl). Con esta fila establecimos el nivel mínimo
de positividad. La totalidad de las muestras las homogeneizamos a una
concentración de DNA de 0.1 pg/pl.
Este procedimiento nos ha facilitado considerablemente la interpretación
de los resultados dado que hemos tenido hibridaciones, en las que sin haber
tinción de fondo, se podía detectar señal. Eso puede interpretarse como
resultado de que en éstas muestras, si bien se había producido amplificacion
de cierto producto, la hibridación con la sonda específica utilizada no era
completa, y por lo tanto el objetivo determinado no era el buscado. Contamos
también con varios casos que resultaron ‘blancos” -no hibridación- yen otros,
la señal apenas era imperceptible.
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4.4.- ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA EXPRESION DE LOS
DETERMINANTES DE ISOANTIGENOS DE GRUPO SANGUINEO ABH Y
LEWIS EN LAS ESTRUCTURAS NORMALES. PRENEOPLASICAS Y
NEOPLASICAS DEL CUELLO UTERINO
.
En base a los resultados globales va expuestos en los apartados 3.1 y
3.2, sumarizados en las TABLAS XIV y XV, hemos establecido las correspo-
dientes tablas de contingencia con la intención de aplicar los test de la Chi-
cuadrada de Pearson, y prueba exacta de Fisher cuando la muestra era repre-
sentativa, comparando los disitintos caracteres cualitativos observados: <tablas
2x2> Epitelios pavimentosos, epitelios simples de las hendiduras endocervica-
les, lesiones intraepiteliales escamosas de bajo y alto grado, y carcinomas
invasores.
Para la realización de los mencionados cálculos estadísticos nos hemos
auxiliado del programa informático RSigma (Horus Hardware 1990).
De la totalidad de los cálculos realizados se desprenden, como hallazgos
más relevantes, concernientes con los estudios comparativos de la glicosilación
realizados, que existen diferencias significativas en cuanto a la expresión del
antígeno de grupo sanguíneo Le” cuando comparamos los epitelios pavimento-
sos y los carcinomas invasores (p<O.Ol>.
Diferencias que se repitieron significativas cuando se comparó la
expresión de Le” entre los epitelios simples pseudoglandulares y las neoplasias
invasoras <p<0.Ol).
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Al comparar estos dos mismos epitelios para la expresión del antígeno
Let también se observaron diferencias, aunque en este caso con un nivel de
significación menor (p<O.1>.
Hubo además, diferencias casi significativas en la expresión del determi-
nante isoantigénico de grupoS cuando comparamos los epitelios pavimentosos
con las tl/E-BG «<O.lí, en razón de la observación hecha de expresiones
aberrantes, las cuales se hicieron más evidentes al comparar los epiteios
simples de/as hendiduras endocervicales y los carcinomas invasores <p<O.Olí.
Tenemos que destacar esta hallazgo como particularmente singular y
que, según refieren algunos autores se ha observado tan sólo en tejidos de
cánceres pancreáticos <Pour y col. 1 988)’~~’.
Si bien, alguno de nuestros casos donde encontramos una expresión
positiva para BG3 podría tratarse de una paciente erroneamente tipada como
A que fuera AB (n0 2-3 carcinomas invasores con expresión B endotelial débil),
el resto de las expresiones tumorales incompatibles de BG3 se tratarían de
verdaderas expresiónes aberrantes de difícil explicación a nivel molecular’1’0.
El mencionado hecho de las expresiones antigénicas incompatibles se ha
observado tanto en los sistemas de grupo sanguíneo ARO, como P y Forssman
Con mayor frecuencia, se han descrito expresiones incompatibles del antígneo
A-like en individuos O o B tanto en lesiones no malignas <como la úlcera
péptica, por ejemplo) como en neoplasias invasoras (entre el 10 y el 15% de
los tumores)’31’, habiéndose identificado la mayoría de éstas como reacciones
cruzadas con el antígeno Tn”~’.
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Aplicando la prueba exacta de Fisher observamos diferencias casi
significativas <p.CO.1) al comparar los epitelios pavimentosos y los carcinomas
invasores en cuanto a la expresión de Lea (p=0.071604> Leb (p=0.064278), grupo
A <p=O.0946> y entre el epitelio simple y carcinomas invasores en la expresión
del Lea (p=O.02845).
El conjunto de estos hallazgos parece estar en consonancia con las
observaciones hechas en cuanto a la pérdida de expresión de los antígenos de
grupo sanguieno ABH o las cadenas monofucosiladas Lea y Le’, que se
asociaría con un comportamiento de los tumores más agresivo en cánceres
tanto de la vejiga, como del cuello uterino, colon, o de la cabeza y cuello’15”201’.
En cuanto a las cadenas precursoras Ti-CH y la cadena H observamos
diferencias de expresión entre los epitelios pavímentosos y los simples, muy
significativas cuando se trata del primer antígeno (p<0.OOll y casi significativas
para el segundo p<O.íí. Ya indicamos que esta expresión estaba localizada de
forma principal en los cilios de algunas de las células de las hendiduras pseudo-
g la nd u lares
Se hace obligado destacar que el análisis que hemos realizado, y que
queda expuesto hasta este punto, se deriva exclusivamente de los valores
establecidos de forma global, habiendo considerado tan sólo la expresión o
falta de expresión de los distintos antígenos. Dicho análisis no ha tenido en
cuenta los cambios de patrón que se pueden observar en la mayoría de los
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casos, con lo que quremos hacer ver que aún, sin entrar en estas implicaciones
de carácter más detallado, y estableciendo un criterio, aunque simplista,
riguroso, se encuentran diferencias con significación estadística para antígenos
como el Le’, Lea y del grupo E. En la FIGURA 3 se representan de forma gráfica
estos resultados.
Al analizar los cambios ocasionados en los patrones de expresión de los
distintos antígenos, evaluación aún más subjetiva que la anterior, nos
encontramos con que hemos observado cambios relevantes en dichos patro-
nes. Aunque sin razones estadísticas, podemos decir que no es difícil apreciar
cambios en estos patrones de expresión. Cambios que hemos catalogado con
el apelativo de heterogéneos, en cuanto que no era inextricable comprobar
pérdidas de tinción entre un grupo de células en determinados campos de las
distintas lesiones. En algunas ocasiones estos cambios resultaban extremada-
mente evidentes, observándose cortes bruscos en la expresión, que delimita-
ban zonas con tinciones regulares y zonas con pérdida completa en la
expresión de dichos antígenos.
Además, uno de los antígenos, el Lev, mostró invariablemente un
incremento en su expresión, más evidente en las lesiones de alto grado y en
los carcinomas invasores, y sobre todo si nos atenemos a los patrones de dicha
expresión. Este mismo hallazgo fue obervado en tumores de otras localizacio-
nes”’, y Orntoft y col. asocia las pérdidas de expresión de los determinantes
antigénicos A y B con los procesos de fucosilación y acumulación de cadenas
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precusoras fucosiladas220. La falta de actividad de la tranferasa A condicionaría
una acumulación de su cadena precursora, el antígeno H, que en los tejidos
tumorales podría ser fucosilado formando las cadenas difucosiladas tipo 1 (Leb)
y tipo 2 <Lev).
En cuanto a los receptores de las lectinas, hemos encontrado para la
UEA-l diferencias casi significativas {pcO.íí entre la expresión del epitelio simple
y las LIE-AG, y entre las LIE-BG y LIE-AG
Con respecto a la expresión de la lectina DBA hemos visto también
cambios casi significativos entre el epitelio pavimentoso y los carcinomas
invasores, y entre las LIE-AG y los Carcinomas invasores (pco.l>.
Estas dos lectinas tienen una especificidad de grupo sanguíneo para 0(H)
y Al >A2 respectivamente. Al considerar los hallazgos obtenidos mediante la
utilización del MoAb BG2 específico para un epítopo de grupo A <cadenas tipo
1 y 2) y la lectina DBA observamos, en razón del análisis estadístico efectuado,
que hay una perfecta concordancia de resultados entre ambos procedimientos.
También la lectina SJA (ver figura de la TABLA XVI pg. 115) refleja un
aumento de expresión para sus receptores que se incrementa en las neoplasias
invasoras. Dicha lectina tiene una especificidad para B>A>O<H> y se corres-
pondería con los hallazgos para el MoAb BG 3 específico para el grupo sangu(-
neo 8 (cadenas tipo 2).
En la FIGURA 4 se representan los hallazgos principales de los distintos
caracteres cualitativos de la expresión de los receptores de lectinas.
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De lo expuesto hasta el momento se desprende el hecho de que las
mayores diferencias que podemos ver, en cuanto a la expresión de los
determinantes antigénicos de los grupos sanguíneos ABG o Lewis, se
establecen entre los dos extremos supuestos, esto es: entre los epitelios
normales y las lesiones invasoras.
De forma particular resulta característo que el mayor nivel de significa-
ción lo hallamos observado en la expresión del antígeno Le’ (p’c 0.01>. Según
expusimos en el Apartado 4.1, la estructura antigénica SialilLe”, representa un
importante ligando para ciertas moléculas de adhesión celulas, entre las que se
han señalado a las selectinas. La pérdida de expresión de Le”, que interpreta-
mos como relevante, podría jugar algún papel en el comportamiento invasivo
de estas neoplasias.
FIGURA 3. RELACIONES DE DEPENDENCIA E INDEPENDENCIA ENTRE LOS
DISTINTOS CARACTERES CUALITATIVOS DE LA EXPRESION DE LOS DETERMI-
NANTES ANTIGENICOS DE LOS GRUPOS SANGUíNEOS ABH Y LEWIS
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FIGURA 4. RELACIONES DE DEPENDENCIA E INDEPENDENCIA ENTRE LOS
DISTINTOS CARACTERES CUALITATIVOS DE LA EXPRESION DE LOS RECEPTORES
DE LECTINAS.
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M.- Areas de metaplasia madura, A.- LIE-BO, A.- LIE-AG, 1.- Carcinomas invasores.
Expresión del antígeno de grupo sanguíneo Le’
.
Epitelios pavimentosos Vs. carcinomas invasores:
Chi2= 7.5782 sin corregir 9.7509
p < 0.01 p= 0.0059,
Coeficiente de asociación y = 0.4655,
Razón de predominio = 11.5556,
Error estándar = 10.1 7,
Prueba exacta de Fisher pr. de la tabla = 0.0028805.
Y rechazo en la realización de la Prueba de la diferencia de la tasa 3.123>1.96.
Epitelios simples pseudoglandulares vs. carcinomas invasores:
p c 0.01 p= 0.005884,
Coeficiente de asociación v~ 0.50138.
Expresión del antígeno Le’
Epitelios simples pseudoglandulares vs. carcinomas invasores:
p < 0.1 p= 0.065152,
Coeficiente de asociación v= 0.36516,
Razón de predominio= 5.5417,
Error estándar = 4.481.
E ve. ¡ p 0.05
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Expresión del antígeno B
.
Epitelios pavimentosos vs. LíE-SG:
p < 0.1 p= 0.073347,
Coeficiente de asociación y = 0.32497,
Razón de predomin¡o= 0.19231,
Error estándar = 0.1 5366
Epitelios simples de las hendiduras endocervicales vs. Carcinomas invasores.
u < 0.01
Prueba exacta de Fisher pr. de la tabla = 0.0066519.
Expresión de las cadenas precursoras Ti-CH
Epitelios pavimentosos vs. Epitelios simples de las hendidaras endocervicales:
p < 0.001 p= 0.00006359,
Prueba exacta de Fisher pr, de la tabla= 0.00001 737.
Expresión de la cadena H
Epitelios pavimentosos vs. Epitelos simples de las hendiduras endocervicales:
p < 0.1 p=~ 0.091692,
Prueba exacta de Fisher pr. de la tabla = 0.033445.
Expresión de los receptores de lactinas UEA-l
Epitelios simples de las hendiduras endocervicales vs. LIE-AG
p c 0.1 p= 0.072835.
Prueba exacta de Fisher pr. de la tabla = 0.0328
LIE-BG vs. LIE-AG
Prueba exacta de Fisher pr. de la tabla = 0.03718
Expresión de los receptores de lectinas DRA
Epitelios pavimentosos VS. carcinomas invasores
p < 0.1 p= 0.061 07,
Prueba exacta de Fisher p. de la tabla = 0.02536
LIE-AG vs. carcinomas invasores
Prueba exacta de Fisher pr. de la tabla = 0.050528.
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4.5.- ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA EXPRESION DE LAS PROTEíNAS P53
Y PONA Y DE LA AMPLIFICACION DE UNA PARTE DEL INTRON E6 DEL VIRUS DEL
PAPILOMA HUMANO-16 EN LAS LESIONES INTRAEPITELIALES E INVASORAS DEL
CUELLO UTERINO
.
Finalmente nos queda por discutir los resultados obtenidos de los
estudios tanto inmunohistoquimicos, en los que determinamos la expresión de
las proteínas P53 y PCNA, como de las pruebas moleculares con las que
detectamos parte del intron E6 del HPV-1 6.
La PCNA, como ya quedó expuesto en la introducción, se trata de un
antígeno nuclear relacionado con la proliferación celular. El empleo de
determinados MoAb específicos para este antígeno, entre los que se incluye
el clon PC-lo que nosotros hemos utilizado, ha permitido su utilización como
marcador de proliferación habiéndose experimentado en distintos carcinomas
epidermoides y lesiones premalignas’35’.
De los resultados expuestos en las TABLA XVII y TABLAS Xl,~, a XlIl~Á)
hemos observado un aumento progresivo en las medias de los índices de
proliferación: LIE-BG 14.7%, LIE-AG 60.35%, CARCINOMAS INVASORES
85%, con diferencias muy significativas cuando comparamos las distinas
medias de dichas lesiones <p < 0.001).
En relación con la PONA, se ha postulado que resulta necesaria una
eventual alteración del gen supresor de tumores p53. La proteina nativa w-p53
Discusión, 1 69
se encuentra en todas las células, si bien a unos niveles muy bajos, indetecta-
bIes mediante inmunohistoquimica. Sin embargo, cuando se producen
mutaciones de p53, sí se puede entonces detectar esta proteína mediante
inmunohistoquimica dado que se produce sobreexpresión del producto mutado.
Como ya dijimos antes, se han detectado mutaciones de p53 en un 45%
de los carcinomas de mama, 68% de los adenocarcinomas de colon, y 80%
de los carcinomas epidermoides.
Entre nuestros casos no hemos encontrado sobreexpresión de p53 <DO-
7> más que en una única lesión incluida entre las neoplasias invasoras. Hemos
repetido dos veces esta técnica inmunohistoquimico para determinar la p53
confirmando los hallazgos obtenidos.
Nuestros resultados están en consonancia con lo esperado. Según
expusimos en la introducción, tanto las lesiones preneoplásicas como invasoras
del cuello uterino estarían influidas por la acción de determinadas proteínas
oncovirales que degradarían la p53, liberando su efecto inhibidor. Por lo que no
hay mutaciones de, p53 ni sobrexpresión.
Mediante las técnicas de PCR hemos establecido un índice de detección
de parte del intro EG del HPV-16 del 60% <7/10 LIE-BG, 7/15 LIE-AG, y 7/10
Carcinomas invasores). Este índice, establecido en nuestro caso de forma
objetiva y mediante un método muy restrictivo, estaría próximo a los hallazgos
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de otros autores120blsb(Hording 1992, Bergeron 1992).
De los 14 casos negativos para el gen E6 del HPV-16 (TABLA XVÍÁ,), 3
no dieron ninguna señal en la hibridación (Un adenocarcinoma, y 2 LIE-AG). El
resto, 11 casos, dieron señales de hibridación variables sin llegar al nivel
positivo establecido. Estas 11 lesiones, con señales de hibridación cruzadas e
inespecíficas, podrían estar también relacionadas con la presencia de ciertos
tipos de HPVs, si bien distintos del tipo 16.
No obstante, hemos observado más casos positivos entre las LIE-BG y
menos casos positivos de los esperados entre las LIE-AG. El primer supuesto
puede explicarse dado que se trata de lesiones extensas y que además algunas
de ellas fueron seleccionadas entre distintas pacientes que presentaban
lesiones aún más avanzadas. En cuanto a las LIE-AG, si bien se ha establecido
que es incluso posible detectar la presencia de los virus HPV en los epitelios
aA]
normales adyacentes a las zonas de displasia y de los carcinomas invasores
pensamos que el menor número de casos detectados con respecto a los
esperados se puede deber a que dicha técnica la practicamos depués de los
estudios inmunohistoquimicos habiéndose quedado agotadas las lesiones para
la extracción del DNA.
En virtud de nuestros resultados para la expresión de PCNA y la
detección de parte del intron E6 del HPV-16 hemos podido determinar
diferencias significativas al comparar las medias de los índices de proliferación
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entre los casos de las LIE-AG positivas para el HPV-16 (PCNA 69.16%) y las
LIE-AG negativas para el HPV-16 (PCNA 61.428) <p < 0.05 p= 0.0116931).
En la FIGURA E presentamos una gráfica en la que se refleja el incremen-
to del índice de proliferación, en base a la expresión de PCNA, en las distintas
lesiones, y las diferancias en cuanto a la detección o no del HPV-16.
Por último, no hemos encontrado diferencias significativas en cuanto a
la expresión de los antígenos Lex, Lea, Leb, grupo A y B en relación con la
detección del virus HPV-16, por lo que desestimamos la hipótesis de trabajo
inicialmente expuesta en la Introducción, estableciendo que ambas variables
resultan ser independientes.
FIGURA 5.
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5.1.- RESUMEN
.
Para comparar los patrones de expresión de los determinantes
isoantigénicos de los grupos histosanguineos ABH y Lewis entre los epitelios
pavimentosos y simples, y las lesiones preneoplésicas y neoplásicas del cuello
uterino hemos seleccionado un total de 36 lesiones (10 Lesiones intraepiteliales
de bajo grado, 16 de alto grado y 10 carcinomas invasores) y practicado
diversas técnicas inmunohistoquimicas utilizando anticuerpos monoclonales
(BG1 a 6GB Ortho Diagnostie, Cambridge, Masa. USA) y cuatro tipo de lectinas
(U/ex Furopaeus Agg/utinin ¿ Sophara Japonica Agg/ut¡nin.- [ab. Vector -
Do/ichos BII/orus y Tetragono/obus purpureas - Lab. Sigma -. Además sobre
estos mismos casos hemos estudiado, también mediante inmunohistoqui’mica,
la expresión de las proteínas p53 y PCNA <Clones DO-7 y PC-lO, [ab.
Novocastra, UK) estableciendo el índice de proliferacién de cada lesión, y
determinamos mediante la técnica de la PCA la detección de parte del intrón
del gen E6 del HPV-1 6 (Shibata 1988).
En cuanto a los hallazgos, hemos observado en los epitelios tanto
pavimentosos como simples del cuello uterino una expresión polimorfa,
generalmente en coincidencia con el fenotipo sanguíneo, de ¡os determinantes
isoantigénicos de grupo histo-sanguineo ABH.
En los mismos casos, los antígenos de grupos Lewis se expresaron de
forma menos polimorfa, comprometiendo los dos tercios superiores de los
epitelios pavimentosos, por encima de la hilera basal.
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En las distintas lesiones estudiadas, y en relación con la progresión de las
mismas, observamos cambios en los patrones de expresión de los antígenos
de los grupos sanguíneos ABH y Lewis, con tendencia a encontrarnos pérdidas
de expresión focales y patrones heterogéneos en las lesiones más avanzadas,
así como sobreexpresión del antígeno Lev.
En los carcinomas invasores del cuello uterino hemos observado una
pérdida de expresión del antígeno de grupo sanguíneo Lex con respecto a los
epitelios pavimentosos normales, con un nivel de significación p < 0.01
Entre los carcinomas invasores del cuello uterino y los epitelios simples
hay diferencias significativas en la expresión del antígeno de grupo sanguíneo
B, (p < 0.01). Expresión de grupo 8 que resultó incompatible con el fenotipo
de las pacientes en 4 de 10 carcinomas invasores (2 de grupo A y 2 grupo 8>.
Al comparar la expresión de los los antígenos Le5, Le”, y grupo san-
guineo A, en los epitelios pavimentosos y los carcinomas invasores, encontra-
mos diferencias casi significativas, <p c 0.1 <Prueba exacta de Fisherfl.
Los antígenos Lewis en las LíE-SG y LIE-AG tendieron a desplazar su
expresión a las capas superiores de los epitelios pavimentosos.
En las células ciliadas del epitelio simple de las hendiduras endocervicales
se observó una expresión focal de las cadenas precursoras Ti-CH con un nivel
alto de significación (p < 0.001>, en comparación con la expresión de este
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mismo antígeno en el epitelio pavimentoso.
Mediante la determinación de la expresión de la proteína PCNA
establecimos un índice de proliferación que tendió a ser mayor en relación
con la progresión de las lesiones (p < 0.001)
El índice proliferación para las LIE-AG en las que se detectó parte del
gen E6 HPV-1 6 fue mayor que en las mismas lesiones donde no se detecté
éste (p < 0.05).
Con el MoAb 00-7 para p53 encontramos entre los carcinomas inva-
sores un único caso positivo para esta proteína. De forma característica,
esta neoplasia tenía un menor índice de proliferación que el resto de los
carcinomas y resultó ser negativa para el virus 1-IP y-lB.
Mediante la técnica de la PCA identificamos 7 casos positivos para el
gen del intrón E6 del HPV-16 de 10 LIE-BG, 7 de 15 LIE-AG, y 7 de 10
carcinomas invasores (60% como índice de detección del HPV-1 6).
La presencia de parte del gen E6 del HPV-16 resulté ser una variable
independiente de los cambios producidos en la glicosilación de la membrana
celular de las lesiones intraepiteliales e invasoras del cuello uterino.
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5.2.- CONCLUSIONES
.
~O No hemos observado diferencias en cuanto a la expresión de los
determinantes isoantigénicos de grupo sanguíneo ABH y Lewis entre los epitelios
pavimentosos y las áreas de metaplasia madura.
2~ En las lesiones intraepiteliales escamosas de diferentes grados, se
producen modificaciones de la glicosilacián normal consistentes en: Pérdidas
focales y patrones heterogéneos de los determinantes antigénicos A. Le8, Le” ,>
Lex. Por tratarse de observaciones localizadas y subjetivas no hemos establec¡do
su significación estadística, pero sugieren prolongar la investigación en este
sentido.
3~- Los carcinomas epidermoides del cuello uterino presentan alteraciones
de la glicosilación consistentes en: Pérdida de expresión del antígeno Lex
<p<O.O1>, y de los antígenos A, La8 y [eh (p<O.1 Prueba exacta de Fisher). y
sobreexpresión del antígeno Lev.
Esta observación inmunohistoquimica se traduciría como una falta de
actividad de las correspondientes glicosiltransferasas específicas. La falta de
actividad de la transferasa A confirmaría el hecha, ya adelantado por algunos
autores, de que se ocasionaría una acumulación de cadenas H que en los tejidos
tumorales podrían ser fucosiladas formando estructuras con especificidad para
Lev.
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4~... En los carcinomas epidermoides del cuello uterino nos hemos
encontrado con expresiones de grupo sanguíneo E incompatibles en pacientes
de grupo A y 0 (40%) a las que es difícil dar una explicación a nivel molecular.
Pese a que deberían descartarse eventuales reacciones cruzadas con otros
antígenos, los resultados derivados de la utilización de la lectina Shophora
Japonica Agglutin¡n con especificidad para el grupo B>A>O<l-4) corroborarían
este hallazgo como verdadero.
50 En ciertas lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado, la
detección de parte del intro E6 del HPV-16 determina un mayor índice de
proliferación celular (p<O.05> con respecto a las que no se detecta éste.
El gen E6 presente en las LIE-AG podría originar una proteína específica
que influyera sobre la maquinaria de la transcripción celular que condicionara un
incremento en su proliferación celular.
6a.~ De los estudios realizados en cuanto a la glicosilación y a la detección
de parte del intrón del gen ES del HPV-16 en las distintas lesiones intraepiteliales
escamosas y carcinomas epidermoides del cuello uterino, no hemos podido
establecer relación de dependencia alguna entre ambos fenómenos.
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TABLA XItA) LESIONES INTRAEPITELIALES ESCAMOSAS DE BAJO GRADO, Y EPITELIO
REGENERATI Va. EXPAESION DE LOS DETERMINANTES ANTíGENOS DE PES, PCNA Y
AMPLIFICACION DE PARTE DEL INTRO £6 DEL VIRUS HPV 16.
N0 GS
1 A
2 A
3 A
4 A
5 A
6 AB
7 0
8 0
9 0
10 idem
L
FiPV
H PV
HPV
MA/SR
I—IPV
FiPV
HPV
FiPV
HPV
Edad
45
25
34
25
28
51
39
35
23
5 0
N N
N N
P53
E B
N -
N -
PCNA
SG E
JI- -1—
JI --J
nr —
JI-nr
-1
-
-ú
N N N
N N N
B
— 10%
HPV
16
+
+
+
+
+
+
+
— 7%
— 30%
— 10%
— 5%
— 45%
— 40%
12
TABLA XII{A) LESIONES INTRAEPITELIALES ESCAMOSAS DE ALTO GRADO.
EXPAESION DE LOS DETERMINANTES ANTIGENICOS DE P53, PCNA Y AMPLIFICACION
DE PARTE
N0 GS 1
1 A II
2 A III
3 A lii
4 A iii
5 A III
6 A III
7 A III
8 A III
9 AB III
10 0 II
11 0 II
12 0 lii
13 0 III
14 0 III
15 0 III
16 0 III
Edad
45
35
40
30
42
25
44
43
51
46
44
30
36
32
35
50
DEL INTRON E6 DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO-16.
P53
S GE
N N -
N N
N N -
N N -
N N -
A
N
s a
N N
N j\J
N N
N N
- JI-
nr
- JI-
-ir’
PCNA
E
—1~
N
A
-
-1
-5
-L
-1
-5-ET
1 w
347 337 m
356 337 l
S
BT

-5
A
— 70%
N
60%
•9O%
— 60%
— 50%
— 40%
•80%
N
HPV
16
+
- (+11
N
+
+
+
+
+
+
** *** , t- Lesiones que coinciden en las pacientes referidas.
13
TABLA XIII<At CARCINOMAS INVASORES.
EXPRESION DE LOS DETERMINANTES ANTIGENICOS DE P53 Y PCNA Y AMPLIFICACION DE PARTE
DEL INTRON E6 DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO-16.
p53
5 G E 1
N N N
- - - •40%
N N - -
- - - N
N N - -
PONA
5 0 E 1
N N N •100%
- - - u95%
- •85%
- - . u40%
N N - uloo%
- - - N
- - ~ uloo%
N N ~ uloo%
- - - JL
nr
- - . •80%
HPV
16
+
+
+
+
+
+
+
CE.- Carcinoma Epidermoide; AC.-
coinciden en la misma paciente.
Adenocarcinoma del cuello uterino. ~ Neoplasias que
N0 GS
1 A
2 A
3 Idem
4 A
SA
60
70
80
90
io o
L
CE
CE
AC
CE
CE
CE
CE
CE
CE
CE
Edad
36
41
50
29
45
36
43
28
38
14
TABLA XIV(A) CONCENTRACIONES DEL DNA EXTRAíDO DE LOS
DISTINTOS CASOS DEL ESTUDIO Y RESULTADOS DE LA
AMPLIFICACION DEL INTRON E6 DEL VIRUS HPV 16.
LEE—RO [DNAI Pureza AInrMtfic.cbonEG:HPV IB LI~—AO ¡DNA!pgfpl Pureza AnpI-fio.t-ónEO:HPV le
1 0.362 1652 + 1 0.250 1.74 +
2 0.153 1.545 + 2 0.176 1.39 -
3 0110 1.438 - 3 - NO
4 0180 144 + 4 0.161 191 +
5 0.081 1.42 - 5 0.377 1-690 +
6* 0.030 115 + 6 0A95 1.652
7 0.066 1.609 4— 7 0.228 1701 -
8~ 0139 1494 - 8 0.469 1.724 -
9••. 0.097 1.492 + 9 0177 L462 -
10 0.180 1538 + 10 0300 1.587 -
12 0.256 1570 +
13 0-366 1.663 -
14 0.367 1.714 +
15~ 0.103 1450 -4—
16 0.402 1.178 +
11 0258 1 .433
CARCINOMAS
INVASORES
tDNAI
pglp<
Pureza Anpttfhoacton
ES:HPV1O
1 0.541 1.54 +
0808 1.6 +
3.... 0.277 t63 -
4 0.321 1.65 -
5 0.765 1.75 +
6 0.125 1.62 -
7 0.168 1.78 +
8 0.202 1.81 +
9 0.367 1.79 +
10 0.807 1.60 +
15
TABLA XV(A) Dot hlort¡ng. Autorradiografía
(superior) y sus curvas gráficas en base a las
señales de grises emitidas (inferior).
-——-~ CARCINOMAS INVASORES 1 A 10
Y LIE-AG 1 Y 2.
-—--~ CONTROL + Y LIE—AG 4 A 14.
---->- LIE-AG 15 Y 16, LIE-BG 1 A 10.
----~ CONTROLES, OPTIMIZACION.
lo>.
U-
1 2 34 5 6 7 8 910 1 2
Carcinomas Invasores. XLIEAG
C 45 6 7 89 1011121314
LIEAG C.— Control positivo
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